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Rôle de la substance P dans la régulation du récepteur opioïdergique delta 
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Dave Dubois 
Département de physiologie et biophysique 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de 
l'obtention d'un diplôme de maître ès sciences (M.Sc.) en Physiologie, Faculté de 
médecine et des sciences de la santé, Universtié de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, 
Canada, J1H 5N4 
À ce jour, les analgésiques de choix dans le traitement de la douleur sont toujours 
les composés opioïdergiques agissant sur le récepteur mu (MOPR), comme par exemple 
la morphine. Étant donné les effets secondaires indésirables observés avec ces agonistes, 
des alternatives ont été envisagées pour traiter la douleur adéquatement tout en réduisant 
les effets indésirables. Un rôle pour le récepteur opioïdergique delta (DOPR) a été 
proposé, car son activation engendre moins d'effets secondaires que MOPR. Cependant, 
la faible efficacité analgésique de ses agonistes limite son utilisation clinique. Les études 
menées dans le laboratoire du Pr Louis Gendron ont pour but principal d'étudier les rôles 
de DOPR, sa régulation et ses mécanismes d'action pour contrer la douleur. Chez les 
rongeurs, il est entre autre possible d'augmenter l'analgésie induite par les agonistes 
DOPR dans certaines conditions, comme suite à un traitement chronique avec un agoniste 
MOPR ou lors d'une douleur de type inflammatoire ou neuropathique. En conditions 
normales, DOPR semble séquestré au niveau intracellulaire, ce qui pourrait expliquer sa 
faible efficacité analgésique. Cependant, une augmentation de la disponibilité 
membranaire de DOPR semble corrélée à l'augmentation de ses effets analgésiques. 
Différentes hypothèses ont été proposées pour expliquer ce phénomène et ce mémoire 
présente un survol des différents mécanismes de régulation proposés pour DOPR en 
s'attardant principalement sur le rôle possible de la substance P. Ce neuropeptide a en 
effet été décrit comme étant essentiel pour permettre l'expression membranaire de DOPR 
et ainsi permettre l'analgésie via ce récepteur. Cependant, des différences dans la 
localisation de la substance P et de DOPR ont été soulevées. Mon étude évalue donc le 
rôle de la substance P dans l'analgésie produite par des agonistes DOPR dans un modèle 
de douleur inflammatoire. Les résultats obtenus ici démontrent que la substance P ne 
semblent pas essentielle pour permettre la compétence fonctionnelle de DOPR. Cela 
suggère donc l'existence de mécanismes de régulation de DOPR indépendants de la 
substance P. Il ne semble donc pas y avoir un seul et unique mécanisme responsable de la 
régulation de DOPR, différentes hypothèses sont explorées dans ce mémoire. 
Mots clés : Douleur, Récepteur opioïde delta, Substance P, Antihyperalgésie, Adjuvant 
complet de Freund, Inflammation, Adressage membranaire 
Table des matières 
Table des matières III 
Liste des figures et tableaux V 
Liste des abréviations VI 
1 Introduction 1 
1.1 Douleur 1 
1.1.1 Transmission de la douleur 1 
1.2 Traitement de la douleur en clinique : Opioïdes 5 
1.2.1 Récepteur opioïdergique mu 5 
1.2.2 Récepteur opioïdergique kappa 7 
1.2.3 Récepteur opioïdergique delta 8 
1.3 Localisation du récepteur opioïdergique delta 9 
1.4 Fonctions du récepteur opioïdergique delta 11 
1.5 Adressage membranaire de DOPR et analgésie 13 
1.5.1 Rôle du récepteur opioïdergique mu 13 
1.5.2 Rôle du récepteur opioïdergique kappa 16 
1.5.3 Modèle de douleur inflammatoire 16 
1.5.4 Modèle de douleur neuropathique 18 
1.5.5 Voie constitutive et voie régulée des RCPG 20 
1.5.6 Stimuli permettant la relâche de neuropeptides 22 
1.6 Mécanismes potentiels de régulation de l'adressage de DOPR 29 
1.6.1 Problème de maturation du récepteur 29 
1.6.2 Hétérodimères MOPR-DOPR 31 
1.6.3 Protéines chaperonnes 32 
1.7 Substance P 34 
1.7.1 Fonction et localisation de la substance P 36 
1.7.2 Lien possible entre la substance P et le récepteur delta 37 
2. Objectifs du Projet 39 
3 Article 41 
4 Matériel et méthodes (hors article) 71 
4.1 Génération de la colonie de souris PPTA 71 
4.2 Microscopie électronique 72 
5 Résultats (hors article) 74 
5.1 Localisation de DOPR par microscopie électronique 74 
6. Discussion 76 
6.1 Retour sur l'article 76 
6.2 Régulation de du récepteur opioïdergique delta par la substance P 76 
6.3 Rôle de la substance P dans l'inflammation induite par le CFA 77 
6.4 Co-expression du récepteur opioïdergique delta et de la substance P 78 
6.5 Techniques alternatives pour localiser le récepteur opioïdergique delta 81 
6.5.1 Ligand fluorescent oo-Bodipy red-[D-Ala ]-deltorphin I 81 
6.5.2 Marqueurs d'affinité pour le récepteur opioïdergique delta 81 
6.5.3 Destruction sélective de fibres afférentes 82 
IV 
6.6 Régulation du récepteur opioïdergique delta 84 
6.6.1 Maturation du récepteur opioïdergique delta 84 
6.6.2 Hétérodimères MOPR-DOPR 85 
6.6.3 Protéines chaperonnes 87 
6.7 Dichotomie des effets antinociceptifs et antihyperalgésiques 88 
6.8 Génération de la douleur thermique et mécanique 90 
6.8.1 Rôle de la substance P 90 
6.8.2 Rôle du récepteur opioïdergique delta 90 
7 Conclusion 92 
8 Remerciements 93 
9 Liste des publications 95 
Liste des figures et tableaux 
Figure 1 Les trois grandes catégories de fibres afférentes primaires 3 
Figure 2 Fibres afférentes C peptidergiques et non-peptidergiques 4 
Figure 3 Connections entre les afférences primaires et la moelle épinière 5 
Figure 4 Voies ascendantes de la douleur 6 
Figure 5 Échelle des traitements utilisés cliniquement contre la douleur 7 
Figure 6 Modèle de l'organisation des récepteurs opioïdergiques 8 
Figure 7 Immunohistochimie de moelles épinières de souris sauvages et déficientes en 
DOPR avec un anticorps anti-DOPR 11 
Figure 8 Mécanismes d'internalisation et de recyclage de DOPR 13 
Figure 9 Représentation schématique de l'essai d'internalisation d'un récepteur induit 
par un ligand fluorescent 14 
Figure 10 Voies de sécrétion empruntées par les RCPGs 21 
Figure 11 Modèle de relâche de neuropeptides par LDCV et insertion membranaire de 
DOPR 23 
Figure 12 Stimuli connus pour augmenter la densité membranaire de DOPR 24 
Figure 13 Modèle proposé pour le triage de DOPR dans la voie de sécrétion régulée ....35 
Figure 14 Structure du gène de la préprotachykinine A (PPTÂ) et des tachykinines 37 
Figure 15 Localisation proposée des récepteurs opioïdergiques dans les afFérences 
primaires 38 
Figure 16 Exemple de gel d'agarose 2.5% de produits de réaction PCR de souris PPTA_/" 
et PPTA+/+ 72 
Figure 17 Localisation de DOPR dans les laminae superficielles de la corne dorsale de 
moelle épinière par microscopie électronique 75 
Tableau 1 Changements dans l'adressage membranaire de DOPR observés in vivo 20 
Liste des abréviations 
AMPc Adénosine monophosphate cyclique 
ATP Adénosine triphosphate 
CFA Adjuvant complet de Freund 
CGRP Peptide relié au gène de la calcitoriine 
DRG Ganglion rachidien 
DOPR Récepteur opioïdergique delta 
GASP Protéine de triage associée aux récepteurs couplés aux protéines G 
GFP Protéine fluorescente verte 
IB4 Isolectine B4 
ICV Intracérébroventriculaire 
KOPR Récepteur opioïdergique kappa 
LDCV Vésicules à corps denses 
MOPR Récepteur opioïdergique mu 
NGF Facteur de croissance neuronal 
NHERF-1 Facteur de régulation de l'échangeur NaVH* 
NKA Neurokinine A 
PAG Substance grise périaqueducale 
PKA Protéine kinase A 
PKC Protéine kinase C 
PPTA Préprotachykinine A 
RCPG Récepteur couplé aux protéines G 
RE Réticulum endoplasmique 
RVM Médulla rostro-ventrale 
SP-SAP Substance P - Saporine 
TGN Réseau trans-Golgi 
TRPV1 Récepteur vanilloïde de type 1 
1 Introduction 
1.1 Douleur 
La douleur est une expérience que l'on perçoit tous à différents degrés au cours de 
notre vie. Quoique désagréable, elle est néanmoins nécessaire à l'organisme. La douleur 
est en effet un phénomène physiologique normal utilisé par l'organisme pour se protéger 
face à certains stimuli. Selon l'Association Internationale sur l'Étude de la Douleur 
(IASP), la douleur se défini comme «une expérience sensorielle et émotionnelle 
désagréable associée à une lésion tissulaire réelle ou potentielle ou décrite comme telle». 
La douleur est donc un mélange de composantes physiologiques et psychologiques. 
Cependant, lorsque celle-ci persiste sur une longue période de temps, elle peut devenir 
pathologique. Il s'agit alors de douleur chronique. Elle peut être de différentes natures, 
soit inflammatoire, neuropathique ou même cancéreuse, mais demeure néanmoins un 
problème important dans la population. Selon Statistiques Canada, dans la population à 
domicile, 16% des personnes âgées entre 18 et 64 ans ainsi que 27% des personnes âgées 
de plus de 65 ans disent souffrir de douleur chronique. Des douleurs de plus en plus 
intenses vont aussi interférer avec les activités quotidiennes de la personne, d'où 
l'importance de la traiter de façon adéquate. De nouveaux médicaments sont 
constamment développés pour le traitement de la douleur. Malheureusement, aucun de 
ceux-ci ne semble pleinement efficace dans le traitement de la douleur. Les opioïdes 
agissant sur le récepteur opioïdergique mu (MOPR) restent toujours les analgésiques les 
plus puissants connus à ce jour. Cependant, leur utilisation entraîne différents effets 
indésirables et une alternative serait donc nécessaire pour mieux traiter les personnes 
souffrant de douleur. 
1.1.1 Transmission de la douleur 
La perception de la douleur, ou nociception, provient de l'activation de certains 
neurones, les afférences primaires, en réponse à divers stimuli. Différentes afférences 
primaires sont retrouvées en périphérie, particulièrement au niveau de la peau. Ces 
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neurones peuvent être classifiés de plusieurs façons, soit en fonction de leurs propriétés 
morphologiques, des différents marqueurs cellulaires qu'ils expriment, ou des types de 
stimuli les activant (Figure 1). Les neurones qui répondent à des stimuli non-nociceptifs 
comme le toucher sont myélinisés, de large diamètre et ont une vitesse de conduction très 
rapide. Ils contiennent généralement des neurofilaments (NF200) et sont appelés fibres 
Ap (Julius et Basbaum, 2001, Ruscheweyh et al., 2007, Basbaum et al., 2009). Les 
nocicepteurs quant à eux, sont de diamètre plus petit et sont généralement divisés en deux 
catégories, les fibres AS (moyen diamètre, faiblement myélinisées et vitesse de 
conduction moyenne) et les fibres C (petit diamètre, non-myélinisées et vitesse de 
conduction lente) (Julius et Basbaum, 2001, Ruscheweyh et al., 2007, Basbaum et al., 
2009). Les neurones de petits diamètres peuvent être aussi discriminés en fonction des 
différents marqueurs qu'ils expriment (Figure 2). En effet, les neurones peptidergiques 
expriment la substance P, le CGRP (peptide relié au gène de la calcitonine) ainsi que 
TrkA, le récepteur du facteur de croissance neuronale NGF (Averill et al., 1995). Tandis 
que les fibres non-peptidergiques lient l'isolectine B4 (IB4), expriment le récepteur 
purinergique P2X3 ainsi que le récepteur Ret, le récepteur du GDNF (glial-derived 
neurotrophic factor) (Bennett et al., 1998). Ces différents nocicepteurs peuvent être 
activés par des stimuli thermiques, mécaniques ainsi que chimiques. Dépendamment de 
l'intensité du stimulus, certaines populations de neurones peuvent être activées ou non 
(Julius et Basbaum, 2001, Basbaum et al., 2009). En effet, pour la douleur thermique, par 
exemple, le seuil d'activation de la plupart des nocicepteurs se situe aux alentours de 
43°C. Cependant, une sous-population de fibres A8 n'est activée qu'à des températures 
avoisinant 53°C. La diversité des stimuli permet donc l'activation de différentes 
populations de neurones. La plupart des neurones qui jouent un rôle dans la douleur 
thermique expriment des récepteurs ionotropiques activés par des membres de la famille 
des vanilloïdes (TRPV), comme le TRPV1, le récepteur de la capsaïcine (Caterina et al., 
1997, Guo et al., 1999, Michael et Priestley, 1999, Amaya et al., 2003). 
Les différentes afférences primaires projettent au niveau de la matière grise de la 
moelle épinière. Les corps cellulaires de ces neurones sont situés dans les ganglions 
rachidiens (DRG). Il existe une organisation précise et structurée de la moelle épinière. 
Les différentes populations de neurones ciblent précisément des neurones de certaines 
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laminae (Figure 3). Les fibres non-nociceptives (fibres A{3) projettent au niveau des 
laminae III, IV et V comparativement aux fibres AS qui projettent vers les laminae I et V. 
Les fibres C, quant à elles, vont projeter vers les laminae I et II. Les neurones 
peptidergiques et non-peptidergiques sont aussi discriminés en fonction des laminae vers 
lesquelles ils projettent. En effet, les fibres peptidergiques activent principalement des 
neurones de second ordre de la lamina I ainsi que de la partie externe de la lamina II. 
D'un autre côté, les neurones non-peptidergiques vont principalement projeter vers la 
partie interne de la lamina II. Cette stratification précise des neurones de la moelle 
épinière permet la discrimination des différentes types de fibres afférentes ainsi que des 
différents types de stimuli les activant (Braz et al., 2005, Braz et Basbaum, 2009). 
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Figure 1 Les trois grandes catégories de fibres afférentes primaires (Tirée et adaptée 
de (Julius et Basbaum, 2001)). Les fibres non-nociceptives, majoritairement Ap sont 
myélinisées et de large diamètres. Elles sont activées en réponse au toucher et ont une 
vitesse de conduction très rapide (37-75 m/s). De plus, comparativement aux fibres 
nociceptives, les fibres Ap ne sont pas activées par un stimulus thermique. Les fibres 
nociceptives comprennent les fibres faiblement myélinisées Aô de moyen diamètre qui 
ont une vitesse de conduction intermédiaire (6-25 m/s). Ces fibres peuvent être activées 
par des stimuli nociceptifs mécaniques, chimiques ou thermiques. Cependant, il existe 
deux types de fibres Aô réagissant à des stimuli thermiques, une première catégorie 
activée à des températures de 53°C, et une autre activée à 43°C. Finalement, les fibres C 
sont des fibres nociceptives non-myélinisées et de petit diamètre ayant une vitesse de 
conduction lente en comparaison aux autres fibres (1 m/s). Elles répondent aussi à des 





Figure 2 Fibres afférentes C peptidergiques et non-peptidergiques (Tirée et adaptée 
de (Hunt et Mantyh, 2001)). Les neurones peptidergiques (mauve) expriment le CGRP, la 
substance P (SP) ainsi que le récepteur TrkA (récepteur du NGF). Ces neurones sont 
situés en périphérie et vont cibler des neurones de la corne dorsale de la moelle épinière, 
principalement ceux des laminae I et II externe. Les neurones non-peptidergiques (vert) 
vont quant à eux cibler des neurones de la partie interne de la lamina II de la corne 
dorsale de la moelle épinière. Ces neurones expriment le récepteur purinergique P2X3 et 
le récepteur Ret (récepteur du GNDF) en plus de pouvoir lier l'isolectine B4 (IB4). 
Les neurones de la corne dorsale de la moelle épinière sont le point de départ de 
plusieurs voies ascendantes qui transportent l'information nociceptive jusqu'à différentes 
zones du cerveau (Figure 4) (Hunt et Mantyh, 2001, Basbaum et al., 2009). Certains 
neurones transmettent l'information au cortex somatosensoriel via le thalamus et sont 
responsables de déterminer la localisation et l'intensité du stimulus (voie 
spinothalamique). D'autres neurones vont plutôt projeter vers les cortex cingulaire et 
insulaire via le noyau parabrachial et l'amygdale et être responsables, entres autres, de 
l'aspect émotif de la douleur (voie spinoparabrachiale). Des neurones vont aussi projeter 
vers la substance grise périaqueducale (PAG) et la médulla rostro-ventrale (RVM) 
engageant des voies descendantes inhibitrices de la douleur. D'autres voies descendantes 
sont aussi activées à partir de l'hypothalamus et de l'amygdale, projetant au niveau de la 
PAG et de la RVM et permettant ainsi de contrôler les réponses analgésiques. 
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Figure 3 Connections entre les afférences primaires et la moelle épinière (Tirée de 
(Basbaum et al., 2009)). La corne dorsale de la moelle épinière est organisée de façon très 
précise. Les différentes afférences primaires ciblent des neurones des laminae 
superficielles de la moelle épinière. Les fibres A(3 ciblent principalement des neurones 
des laminae III-IV et V. Quant à elles, les fibres A8 établissent des connections 
principalement avec des neurones des lamina I et V. Les fibres C non-peptidergiques vont 
plutôt cibler des neurones de la partie interne de la lamina II. Finalement, les fibres C 
peptidergiques vont activer des neurones de la lamina I ainsi que des neurones de la 
couche externe de la lamina II. 
1.2 Traitement de la douleur en clinique : Opioïdes 
1.2.1 Récepteur opioïdergique mu 
Comme mentionné préalablement, les agonistes opioïdergiques qui agissent sur 
MOPR sont le principal traitement contre la douleur utilisé en clinique (McQuay, 1999, 
Breivik, 2001). Selon l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), différents 
analgésiques non-opioïdergiques peuvent être utilisés pour traiter des douleurs de faible 
intensité (anti-inflammatoires non-stéroïdiens). Cependant, lorsque la douleur persiste ou 
s'intensifie, un traitement avec des analgésiques agissant sur MOPR (codéine pour 
intensité modérée ou morphine pour intensité sévère) constitue toujours la meilleure 
thérapie (Figure 5). L'utilisation des agonistes MOPR entraîne par contre plusieurs effets 
secondaires indésirables tel que la dépression respiratoire, la constipation, la nausée, la 
sédation et la tolérance (Colpaert, 1996, Kreek, 1996). Ces agonistes présentent aussi un 
6 
potentiel d'abus et de dépendance important (Colpaert. 1996, Kreek, 1996). Il semble 
donc important de trouver une alternative à ces composés dans le traitement de la douleur 
(McQuay, 1999). Dans la famille des récepteurs opioïdergiques, on retrouve aussi le 
récepteur kappa (KOPR) et le récepteur delta (DOPR). Ces récepteurs sont des récepteurs 
à sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG) (Kieffer, 1999, 
Kane et al., 2006). Ces trois récepteurs présentent environ 60% d'homologie entre eux 
(Figure 6) et semblent tous impliqués dans le contrôle de la douleur. Le potentiel 
analgésique des agonistes de DOPR et KOPR a donc été étudié. 
Figure 4 Voies ascendantes de la douleur (Tirée de (Basbaum et al., 2009)). Les 
neurones de la corne dorsale de la moelle épinière activés par les afférences primaires 
vont conduire l'information nociceptive aux zones supérieures en empruntant différentes 
voies. Une partie de ces neurones vont activer le cortex somatosensoriel via le thalamus, 
l'informant sur la localisation et l'intensité du stimulus. Une autre voie ascendante 
importante origine du noyau parabrachial et active les cortex insulaire et cingulaire via 
l'amygdale, jouant un rôle dans l'aspect émotif de la douleur. Finalement, des neurones 
provenant de la moelle épinière vont activer des neurones dans la médulla rostro-ventrale 
(RVM) et dans la substance grise périaqueducale (PAG) engageant des voies inhibitrices 
descendantes. 
Figure § Échelle des traitements utilisés cliniquement contre la douleur (Selon 
l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 2009). Les différents traitements se divisent 
en trois niveaux en fonction de l'intensité de la douleur ressentie. Au premier niveau, 
pour une douleur qualifiée de faible à modérée, les analgésiques non-opioïdergiques 
comme les anti-inflammatoires non-stéroïdiens sont préconisés. Lorsque la douleur 
s'intensifie et qu'elle est qualifiée de modérée à sévère, ce sont des opioïdes légers 
comme la codéine et le tramadol qui sont prescrits. Finalement, lorsque la douleur est 
sévère et que les autres traitements ne peuvent être efficaces, des opioïdes forts sont 
utilisés comme la morphine, le fentanyl ou hydromorphone. 
1.2.2 Récepteur opioïdergique kappa 
Le récepteur kappa a été cloné au début des années 1990 (Chen et al., 1993, Meng 
et al., 1993, Yasuda et al., 1993). L'utilisation d'agonistes sélectifs KOPR permet 
d'induire de l'analgésie chez les animaux (Cowan et al., 1988, Schepers et al., 2008, 
Vanderah, 2010, Wang et al., 2010b). Cependant, leur utilisation clinique est grandement 
limitée due à ses effets secondaires indésirables. En effet, au niveau central, I'activation 
de KOPR entraîne des effets désagréables, principalement de la dysphorie (Pfeiffer et al., 
1986, Vanderah, 2010, Wang et al., 2010b). L'utilisation d'agonistes KOPR doit donc 
être limitée à la périphérie pour éviter l'apparition d'effets néfastes, ce qui limite son 
potentiel comme cible analgésique clinique (Cowan et al, 1988, Vanderah, 2010, Wang 
et al., 2010b). 
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Figure 6 Modèle de l'organisation des récepteurs opioïdergiques (Tirée de Textbook 
of Pain, Wall et Melzack, 5e Édition - www.textbookofpain.com). Chaque cercle 
représente un acide aminé. Les cercles bleus foncés représentent les acides aminés qui 
sont conservés dans les trois types de récepteurs opioïdergiques. Les cercles bleus pâles 
représentent des résidus hautement conservés entre les différents RCPGs de la famille A. 
Tandis que les cercles blancs représentent quant à eux les acides aminés spécifiques pour 
chacun des récepteurs opioïdergiques. La partie extracellulaire N-terminale et les boucles 
extracellulaires sont responsables de la sélectivité des récepteurs, tandis que la partie C-
terminale intracellulaire est responsable des mécanismes de régulation des récepteurs. 
1.2.3 Récepteur opioïdergique delta 
Le récepteur delta a quant à lui été cloné en 1992 (Evans et al., 1992, Kieffer et 
al., 1992). L'activation de ce récepteur peut aussi produire de l'analgésie chez les 
animaux, cependant celle-ci est moins importante que l'analgésie produite suite à 
l'activation de MOPR (Porreca et al., 1984, Mattia et al., 1991, 1992, Malmberg et 
Yaksh, 1992, Stewart et Hammond, 1993, Gallantine et Meert, 2005). Néanmoins, les 
effets indésirables (constipation, dépression respiratoire, nausée, sédation) et le potentiel 
d'abus et de dépendance observés avec les agonistes DOPR sont minimes ou nuls en 
comparaison à ceux observés avec des agonistes MOPR (Porreca et al., 1984, May et al., 
1989, Mattia et al., 1991, Szeto et al., 1999, Brandt et al., 2001, Hutcheson et al., 2001, 
Petrillo et al., 2003, Gallantine et Meert, 2005, Codd et al., 2009). Aussi, la tolérance 
observée suite à l'activation répétée de DOPR est moins importante que lors de 
l'activation répétée de MOPR (Mika et al., 2001, Petrillo et al., 2003, Beaudry et al., 
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2009). Le potentiel analgésique des agonistes DOPR a aussi été montré cliniquement face 
à des douleurs cancéreuses (Onofrio et Yaksh, 1983, Moulin et al., 1985, Krames et al., 
1986). Dans l'ensemble, DOPR présente des caractéristiques analgésiques intéressantes et 
des effets secondaires limités. Il pourrait donc représenter une bonne alternative pour le 
traitement de la douleur (Mika et al., 2001, Cahill et al., 2003, Gaveriaux-Ruff, 2009, 
Vanderah, 2010). 
1.3 Localisation du récepteur opioïdergique delta 
Le rôle de DOPR dans l'inhibition de la nociception est confirmé par sa 
localisation dans certaines zones impliquées de façon importante dans la nociception. En 
effet, au niveau du cerveau on le retrouve entre autres dans la PAG, la RVM, le 
néocortex, le noyau accumbens, l'hypothalamus et l'amygdale (Mansour et al., 1994, 
1,995, Arvidsson et al., 1995, Cahill et al., 2001a, Commons et al., 2001, Pradhan et 
Clarke, 2005). Des études par immunohistochimie, par autoradiographie ou par 
hybridation in situ chez le rongeur ont montrées une expression importante dans la 
matière grise de la moelle épinière (Besse et al., 1990, Stevens et al., 1991, Dado et al., 
1993, Mansour et al., 1994, Arvidsson et al., 1995, Elde et al., 1995, Ji et al., 1995, Zhang 
et al., 1998, Cahill et al., 2001a, Wang et Wessendorf, 2001, Mennicken et al., 2003, 
Pradhan et Clarke, 2005). Plus précisément, chez ces animaux l'expression de DOPR 
serait importante dans les laminae superficielles de la corne dorsale ainsi que dans les 
neurones moteurs. Toujours chez les rongeurs, la présence de DOPR peut être observée 
dans les neurones de DRG de tous les types et de tous les diamètres (Dado et al., 1993, 
Mansour et al., 1994, Ji et al., 1995, Minami et al., 1995, Zhang et al., 1998, Wang et 
Wessendorf, 2001, Mennicken et al., 2003). Des différences de localisation entre les 
espèces ont cependant été remarquées (Mennicken et al., 2003). Ainsi, chez l'humain, 
DOPR est principalement localisé au niveau des afférences primaires de faible et moyen 
diamètre et semble peu localisé dans les neurones de la moelle épinière (Mennicken et al., 
2003). 
On retrouve aussi MOPR au niveau des afférences primaires et des neurones de la 
moelle épinière. Plus précisément, on observe que MOPR est présent dans les neurones 
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de DRG de tous les diamètres ainsi que dans les laminae superficielles de la matière grise 
de la moelle épinière (Maekawa et al, 1994, Wang et Wessendorf, 2001, Scherrer et al., 
2009, Wang et al., 2010a). La co-expression de DOPR avec MOPR, a de plus été 
observée dans la moelle épinière ainsi que dans les neurones de DRG (Ji et al., 1995, 
Wang et Wessendorf, 2001, Joseph et Levine, 2010, Wang et al., 2010a). 
Cependant, chez le rongeur, une étude récente a remis en doute les résultats de co-
localisation de ces récepteurs obtenus avec des anticorps dirigés contre DOPR (Scherrer 
et al., 2009). En effet, il semblerait que les anticorps commercialement disponibles 
ciblant spécifiquement DOPR montrent un patron d'expression semblable chez des 
souris invalidées pour DOPR (Figure 7) (Scherrer et al., 2009). De plus, en utilisant des 
souris knock-in pour DOPR couplées avec une protéine fluorescente GFP (Green 
Fluorescent Protein\ DOReGFP) (Scherrer et al., 2006), ils obtiennent un patron 
d'expression de DOPR différent de celui décrit dans la littérature. Au niveau des 
afférences primaires, DOPR serait principalement exprimé par les neurones myélinisés 
non-peptidergiques ainsi que ceux de gros calibre (Scherrer et al., 2009). Ainsi, DOPR 
serait absent des afférences primaires exprimant la substance P et le CGRP (Mennicken et 
al., 2003, Scherrer et al., 2009). Avec cet outil, une absence de co-expression entre 
DOPR et MOPR est aussi observée, comme préalablement suggéré par un autre groupe 
(Cheng et al., 1997, Wang et Pickel, 2001). Par contre, la présence d'hétérodimères 
MOPR-DOPR a aussi été suggérée (Gomes et al., 2000, 2004, McVey et al., 2001, Fan et 
al., 2005, Law et al., 2005, Wang et al., 2005, Hasbi et al., 2007) et la formation de ces 
hétérodimères chez les rongeurs a été démontrée à l'aide d'anticorps sélectifs contre 
l'hétérodimère MOPR-DOPR (Gupta et al., 2010). Bref, la localisation de DOPR et sa 
co-expression possible avec MOPR reste un sujet controversé et d'autres études sont 
nécessaires afin de mieux interpréter les différences entre ces résultats. 
En regardant au niveau cellulaire, on observe une localisation majoritairement 
intracellulaire de DOPR (Cheng et al., 1995, 1997, Elde et al., 1995, Ji et al., 1995, Zhang 
et al., 1998, Cahill et al., 2001a). On retrouve en effet un très faible pourcentage de 
récepteurs disponibles à la membrane plasmique. Cette localisation inhabituelle pour un 
RCPG pourrait expliquer la faible efficacité analgésique des agonistes DOPR chez des 
animaux sains. Différentes hypothèses ont été avancées pour expliquer cette localisation. 
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La principale étant que DOPR serait associé avec des vésicules à corps dense, les LDCV 
(Cheng et al.. 1995, Zhang et al., 1998, Bao et al., 2003, Guan et al.. 2005). Ces vésicules 
contiennent différents neurotransmetteurs et font parties de la voie de sécrétion régulée 
(Merighi et al., 1988, Salio et al., 2007). Suite à leur synthèse, elles restent au niveau 
intracellulaire. Elles sont transportées à la membrane plasmique seulement en réponse à 
certains stimuli pour ainsi permettre la relâche de leur contenu par exocytose (Seward et 
al., 1995, de Wit, 2010). Cependant, plusieurs études observent peu de DOPR présents 
dans les LDCV, les récepteurs étant plutôt associés avec d'autres types de vésicules 
intracellulaires (Cahill et al., 2001a, Gendron et al., 2006). Il reste néanmoins que le peu 
de DOPR localisé au niveau membranaire pourrait influencer la faible efficacité 
analgésique des agonistes opioïdergiques. 
Figure 7 Immunohistochimie de moelles épinières de souris sauvages et déficientes 
en DOPR avec un anticorps anti-DOPR (Tirée de (Scherrer et al., 2009)). Des moelles 
épinières de souris sauvages (dor +/+) et de deux lignées de souris déficientes en DOPR 
(dor -/- (1) et dor-/- (2)) ont été marquées avec un anticorps ciblant la partie 3-17 en N-
terminale de DOPR. Le marquage obtenu est le même dans les 3 types de souris. Ce 
résultat remet en doute la spécificité de cet anticorps contre DOPR, qui semble plutôt 
reconnaître une autre molécule que le récepteur. 
1.4 Fonctions du récepteur opioïdergique delta 
Le récepteur delta peut être activé par divers agonistes. Les ligands endogènes 
ayant une bonne affinité pour DOPR sont principalement les enképhalines (met-
enképhaline et leu-enképhaline) (Janecka et al., 2004). Plusieurs agonistes sélectifs pour 
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DOPR ont été synthétisés, tant des agonistes peptidergiques (DPDPE et Deltorphine II 
par exemple) (Janecka et al., 2004) que des agonistes non-peptidergiques (SNC-80 par 
exemple) (Bilsky et al., 1995, Calderon et Coop, 2004). 
Lorsqu'un agoniste se lie au récepteur, ce dernier est internalisé à l'aide de 
différentes protéines (Figure 8) (Arttamangkul et al., 2000, Trapaidze et al., 2000, Lee et 
al., 2002, Eisinger et Schulz, 2005, Bie et Pan, 2007, Cahill et al., 2007, von Zastrow, 
2010). Premièrement, DOPR subit un changement de conformation suite à la liaison du 
ligand, ce qui permet sa phosphorylation par des kinases des récepteurs couplés aux 
protéines G (GRK) (Guo et al., 2000, Schulz et al., 2002, Li et al., 2003). Il s'en suit le 
recrutement d'une protéine P-arrestine favorisant la désensibilisation du récepteur 
(Kovoor et al., 1997, Cheng et al., 1998, Zhang et al., 1999, Cen et al., 2001, Lowe et al., 
2002). Le complexe récepteur-ligand peut alors être internalisé par endocytose via des 
puits de clathrine (Bennett et al., 1985, Trapaidze et al., 1996, Chu et al., 1997). Le 
récepteur delta internalisé peut ensuite être recyclé à la membrane plasmique ou dirigé 
vers les lysosomes (Quock et al., 1999, Eisinger et Schulz, 2005, Drake et al., 2006, 
Cahill et al., 2007) ou le protéasome (Chaturvedi et al., 2001, Yadav et al., 2007) pour 
être dégradé. Il a cependant été montré que le DOPR favorise la voie de dégradation par 
les lysosomes au dépend du recyclage du récepteur (Tsao et von Zastrow, 2000, 
Chaturvedi et al., 2001, Tanowitz et Von Zastrow, 2002, Whistler et al., 2002). 
Différentes voies de signalisation peuvent être activées par DOPR. Il est couplé à une 
protéine G de la famille G<Xj/0 (Quock et al., 1999) et permet une diminution des niveaux 
intracellulaires d'AMPc (Adénosine monophosphate cyclique) (Costa et al., 1985, 
Izenwasser et al., 1993, Knapp et al., 1995). L'activation de DOPR permet aussi le 
déclenchement de différentes cascades intracellulaires, entre autre celles impliquant les 
MAP kinases (mitogen-activated proteiri), la protéine kinase Akt (protéine kinase B) ou 
encore la phospholipase C (PLC) (Quock et al., 1999, Eisinger et Ammer, 2008, Heiss et 
al., 2009). De plus, l'activité de canaux ioniques peut être modifiée par DOPR comme 
c'est le cas avec certains canaux potassique (GIRK), calciques (de type N) ou dépendant 
de I'hyperpolarisation (IH) (Ingram et Williams, 1994, Quock et al., 1999, Marker et al., 
2005). 
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Figure 8 Mécanismes d'internalisation et de recyclage de DOPR (Tirée et adaptée de 
(Bie et Pan, 2007)). Suite à la liaison d'un agoniste sur le récepteur (1), ce dernier subit 
un changement de conformation permettant la phosphorylation de sa partie C-terminale 
par les GRK (2). Il s'ensuit une libération du complexe hétérotrimériques de protéines G 
et la liaison de protéine P-arrestine (3). Le récepteur est par la suite internalisé à l'aide de 
puits de clathrine (4). Il peut alors être dirigé vers des endosomes pour être recyclé à la 
membrane plasmique (5) ou dirigé vers les lysosomes pour être dégradé (6). 
1.5 Adressage membranaire de DOPR et analgésie 
1.5.1 Rôle du récepteur opioîdergique mu 
Les propriétés analgésiques des agonistes DOPR sont faibles chez les animaux 
sains, mais elles peuvent être augmentées dans certaines conditions ou en réponse à 
certains stimuli. Plusieurs études ont été réalisées sur le rôle potentiel de MOPR dans 
l'analgésie induite par les agonistes DOPR. Chez les rongeurs, un traitement de 48 heures 
avec des doses croissantes de morphine permet une augmentation du nombre de DOPR 
associés à la membrane plasmique de neurones de la corne dorsale de la moelle épinière 
(Cahill et al., 2001b, Morinville et al., 2003, 2004a) et des DRG (Gendron et al., 2006). 
Des études de mieroscopie électronique ont en effet montrées une mobilisation de DOPR 
de compartiments intracellulaires vers la membrane plasmique suite au traitement à la 
morphine (Cahill et al., 2001b. Morinville et al., 2003, Gendron et al., 2006). L'utilisation 
du ligand fluorescent «-Bodipy red-[D-Ala2]-deltorphin I est une autre technique donnant 
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un indice sur la densité membranaire de DOPR (Figure 9). Le ligand fluorescent étant 
internalisé par le récepteur, les niveaux de fluorescence intracellulaire sont donc le reflet 
du nombre de récepteurs disponibles à la membrane plasmique. À l'aide de cette 
technique, il a été montré qu'un traitement avec la morphine permet une augmentation de 
la densité membranaire de DOPR dans les neurones de la moelle épinière (Morinville et 
al., 2004a) ainsi que dans les neurones de DRG (Gendron et al., 2006). L'augmentation 
membranaire de DOPR dans les DRG est observée dans les neurones de toutes les tailles 
(petit, moyen et large diamètre) (Gendron et al., 2006). Ces modifications dans la 
localisation cellulaire de DOPR sont principalement dues à un trafic accru du récepteur 
vers la membrane et non à une augmentation des niveaux d'ARNm ou de la synthèse 
protéique de DOPR (Cahill et al., 2001b, Morinville et al., 2004a, Gendron et al., 2006). 
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Figure 9 Représentation schématique de l'essai d'internalisation d'un récepteur 
induit par un ligand fluorescent. (Tirée de (Cahill et al., 2001b)). Cet essai est utilisé 
pour donner un indice de la densité membranaire d'un récepteur. Lorsqu'il y a peu de 
récepteur situé au niveau membranaire, seulement une faible quantité de ligand 
fluorescent peut s'y lier. Il en résulte donc une faible internalisation du complexe ligand-
récepteur. D'un autre côté, lorsqu'on retrouve une quantité importante de récepteur au 
niveau membranaire, une plus grande quantité de ligand fluorescent peut alors lier un 
récepteur. Il en résulte alors une importante internalisation du complexe ligand-récepteur. 
Dans cet essai, les niveaux d'internalisation du ligand fluorescent peuvent donc donner 
un indice de la densité membranaire du récepteur ciblé. 
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L'augmentation du nombre de récepteurs disponibles à la membrane plasmique 
s'accompagne aussi d'un accroissement des propriétés analgésiques des agonistes DOPR. 
En effet, des injections intrathécales de deltorphine II, un agoniste sélectif DOPR, sont 
plus efficaces suite à un traitement à la morphine pour soulager la douleur thermique et 
chimique (Cahill et al., 2001b, Morinville et al., 2003). L'action de la morphine sur 
DOPR dans ce modèle a été vérifiée à l'aide de souris déficiente en MOPR (MOPR7 ). 
Chez ces souris, il n'y a aucune différence dans la localisation de DOPR ou dans la 
quantité de DOPR présent dans les neurones au niveau basai (avant traitement). 
Cependant, l'absence de MOPR chez les souris traitées à la morphine empêche la 
mobilisation de DOPR vers la membrane plasmique (Morinville et al., 2003). Un 
traitement de 48 heures avec d'autres agonistes agissant sur MOPR (méthadone, 
étorphine, fentanyl) a aussi mené à des effets analgésiques accrus des agonistes DOPR 
(Morinville et al., 2003). Par contre, un traitement trop prolongé avec la morphine (plus 
de 48 heures) peut amener une tolérance des effets analgésiques des agonistes DOPR 
chez les rongeurs (Pradhan et al., 2006, Gendron et al., 2007a). 
La modification des effets analgésiques ainsi que la mobilisation de DOPR a aussi 
été observée dans d'autres régions où l'on retrouve les récepteurs DOPR et MOPR. En 
effet, suite au traitement avec un agoniste MOPR, une augmentation membranaire de 
DOPR est observée dans les neurones du noyau accumbens et du neostriatum, mais pas 
dans les neurones du cortex préfrontal (Lucido et al., 2005). Les effets d'un traitement 
répété avec des agonistes MOPR semblent donc être restreints à certaines régions du 
système nerveux. L'augmentation de la compétence fonctionnelle de DOPR suite à un 
traitement avec des agonistes MOPR a aussi été montrée dans les neurones du noyau 
raphé magnus (NRM), de la PAG et de l'amygdale. Dans ces neurones, suite à un 
traitement à la morphine, un agoniste DOPR permet une inhibition importante de 
courants ioniques GABAergiques (Hack et al., 2005, Ma et al., 2006, Bie et al., 2010) et 
potassiques (GIRK) (Chieng et Christie, 2009), ce qui n'est pas le cas dans des conditions 
normales. Cet effet est indépendant d'une modification des valeurs de protéine kinase A 
(PKA) alors qu'elle dépend de la présence de MOPR ainsi que de la (3-arrestine 2 (Hack 
et al., 2005). La localisation membranaire de DOPR est aussi dépendante des fibres 
afférentes (Morinville et al., 2004a). En effet, suite à une rhizotomie au niveau de la 
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partie dorsale de la moelle épinière lombaire de rat, les effets de la morphine sur la 
localisation de DOPR sont perdus. L'intégrité des fibres semble donc importante pour 
permettre l'augmentation des compétences fonctionnelles de DOPR. 
1.5.2 Rôle du récepteur opioïdergique kappa 
Le rôle de KOPR a aussi été étudié dans la régulation de DOPR. Un traitement 
chronique de 7 jours avec le (-)U-50,488H, un agoniste sélectif de KOPR, double les 
propriétés antinociceptives des agonistes sélectifs DOPR (Khotib et al., 2004). Cette 
même étude a montré que l'accroissement de l'analgésie était corrélé avec une plus 
grande capacité de liaison des agonistes DOPR au niveau du thalamus. Donc, l'activation 
chronique de KOPR semble aussi favoriser une augmentation de l'analgésie produite par 
les agonistes DOPR, possiblement via une augmentation des niveaux membranaires du 
récepteur, du moins dans le thalamus. 
1.5.3 Modèle de douleur inflammatoire 
Comme mentionné précédemment, chez les rongeurs sains les agonistes sélectifs 
de DOPR ont peu d'effets analgésiques, possiblement dû à une faible disponibilité 
membranaire de DOPR. Certains modèles animaux de douleur peuvent cependant 
permettre une augmentation de l'analgésie des agonistes DOPR comme c'est le cas dans 
des modèles de douleur inflammatoire. Une injection unilatérale de carragénine ou 
d'adjuvant complet de Freund (CFA) dans une patte arrière de rongeur induit de l'œdème 
et de l'hyperalgésie locale débutant dans les heures suivant l'injection (Stein et al., 1988). 
Dans un modèle de douleur inflammatoire induite par le CFA, une injection 
intrathécale de deltorphine II 72 heures post-CFA produit des effets antihyperalgésiques 
importants (Cahill et al., 2003, Gendron et al., 2007b). En effet, en utilisant le test 
plantaire (Hargreaves test; en réponse à un stimulus thermique), la deltorphine II atteint 
son pic maximal d'analgésie environ 15 minutes suivant l'injection d'agoniste, et ce pour 
la patte en inflammation. Des effets analgésiques ont aussi été observés avec des 
agonistes DOPR injectés de façon intrathécale pour une douleur inflammatoire de plus 
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courte durée (3 heures et 24 heures) (Hylden et al., 1991, Stewart et Hammond, 1994, 
Qiu et al., 2000). Des injections d'agonistes sélectifs DOPR au niveau 
intracérébroventriculaire (i.c.v.) (Fraser et al., 2000), dans la RVM (Hurley et Hammond, 
2000), de façon orale (Petrillo et al., 2003) et subplantaire (Hervera et al., 2009, Leanez et 
al., 2009) ont aussi montrées des effets antihyperalgésique dans des modèles de douleur 
inflammatoire. 
En plus de cette augmentation des propriétés analgésiques des agonistes DOPR, 
une modification de la localisation cellulaire des récepteurs a été observée. Avec des 
études de microscopie électronique au niveau de la corne dorsale de la moelle épinière, il 
a été montré que 72 heures suite à l'injection de CFA, une plus grande densité de DOPR 
se retrouvait associée ou à proximité de la membrane plasmique du côté ipsilatéral (Cahill 
et al., 2003, Morinville et al., 2004b). Cet effet démontre une mobilisation de DOPR des 
compartiments intracellulaires vers la membrane plasmique. Au niveau des neurones de 
DRG, une augmentation membranaire de DOPR a aussi été démontrée à l'aide de la 
deltorphine fluorescente dans les neurones de petit et moyen diamètre seulement 
(Gendron et al., 2006). Cette augmentation de la localisation membranaire de DOPR ne 
semble pas être due à la synthèse de nouveaux récepteurs, étant donné que les niveaux 
d'ARNm de DOPR ne sont pas modifiés 72 heures post-CFA dans la moelle épinière 
ainsi que dans les DRG (Gendron et al., 2006,2007a). 
Étant donné le rôle connu de MOPR dans la régulation de DOPR suite à un 
traitement avec la morphine, des études ont été réalisées chez des souris MOPR7". Dans le 
modèle CFA, l'analgésie induite par les agonistes DOPR est grandement diminuée en 
absence de MOPR (Gendron et al., 2007b). De plus, des études de microscopie 
électronique au niveau de la come dorsale de la moelle épinière montrent une absence de 
variation dans la localisation cellulaire de DOPR chez ces souris (Morinville et al., 
2004b). En effet, l'absence de MOPR semble inhiber le trafic de DOPR vers la 
membrane plasmique observé suite à l'injection de CFA. Le récepteur mu semble donc 
jouer au rôle essentiel dans le trafic et l'analgésie induite par des agonistes DOPR en 
condition de douleur inflammatoire. Étant donné les effets positifs sur le trafic et 
l'analgésie DOPR d'un traitement morphine ainsi que ceux d'une douleur inflammatoire 
de type CFA, une étude a vérifiée l'impact de traiter à la morphine des rats en condition 
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de douleur inflammatoire induite par le CFA (Gendron et al., 2007a). Chez les rats en 
condition CFA/Morphine on note une augmentation de l'efficacité antihyperalgésique de 
la deltorphine II dans le traitement de l'hyperalgésie thermique. Cependant, aucune 
modification de la densité membranaire de DOPR n'est observée entre les rats sauvages 
et ceux en condition CFA/Morphine avec l'utilisation de l'agoniste DOPR fluorescent. 
Cette absence de modification de densité membranaire est corrélée avec une absence 
d'effets antinociceptifs des agonistes DOPR dans le test d'immersion de la queue dans 
l'eau chaude (tail flick test). Il semble donc y avoir une dichotomie dans les mécanismes 
cellulaires qui gèrent les effets antinociceptifs et antihyperalgésiques de la deltorphine II 
chez les rats en condition CFA/Morphine. 
1.5.4 Modèle de douleur neuropathique 
Un autre type de douleur chronique est la douleur neuropathique. On parle de 
douleur neuropathique lorsque le système nerveux, central ou périphérique, subit une 
lésion ou une atteinte. Des modèles de constriction (Desmeules et al., 1993, Holdridge et 
Cahill, 2007, Kabli et Cahill, 2007, Hervera et al., 2010) ou de ligature (Nichols et al., 
1995, Hao et al., 1998a, Mika et al., 2001, Petrillo et al., 2003) de nerfs périphériques 
mènent à de l'allodynie (mécanique, thermique et face au froid) et à de l'hyperalgésie 
(thermique et face au froid) au niveau de la patte ipsilatérale. L'allodynie mécanique 
présente dans ces modèles peut être renversée de façon dose-dépendante suite à 
l'injection d'agonistes DOPR au niveau spinal (Nichols et al., 1995, Hao et al., 1998a, 
Mika et al., 2001, Holdridge et Cahill, 2007) ou périphérique (Desmeules et al., 1993, 
Kabli et Cahill, 2007, Hervera et al., 2010). L'hyperalgésie thermique ou l'allodynie face 
au froid peut aussi être renversée avec des agonistes DOPR. Une augmentation de 
l'efficacité antinociceptives des agonistes DOPR est aussi observée dans les modèles de 
douleur neuropathique (Hao et al., 1998a, Mika et al., 2001, Kabli et Cahill, 2007). 
Suite à line douleur d'ordre neuropathique chez les animaux, les niveaux 
protéiques et d'ARNm de DOPR peuvent varier selon les études. En effet, des études ont 
montrées soit une augmentation des niveaux protéiques de DOPR et du marquage du 
récepteur dans les neurones DRG (Kabli et Cahill, 2007), ou aucune variation des 
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niveaux protéiques (Holdridge et Cahill, 2007) et d'ARNm dans la moelle (Hervera et al., 
2010). Aussi, certaines études semblent montrer une diminution de marquage de DOPR 
dans la moelle épinière (Stone et al., 2004), des niveaux d'ARNm dans les DRG (Hervera 
et al., 2010) ainsi qu'une diminution de la capacité de liaison des agonistes DOPR au 
niveau de la moelle épinière (Besse et al., 1992) suite au développement d'une douleur 
neuropathique. Ces variations d'expression de DOPR peuvent être difficiles à réconcilier. 
Néanmoins, des souris DOPR"7" présentent des réponses douloureuses accrues face à 
différents stimuli dans un modèle de douleur neuropathique (Nadal et al., 2006). Les 
peptides endogènes de DOPR jouent aussi un rôle important au niveau spinal dans le 
développement de ces modèles (Hao et al., 1998b). Le récepteur delta semble donc 
participer activement au contrôle de la douleur dans les modèles neuropathiques. 
L'augmentation des propriétés analgésiques des agonistes DOPR dans ces modèles 
pourrait possiblement être due à une modification du trafic du récepteur comme c'est le 
cas dans des modèles de doxaleur inflammatoire. Contrairement aux autres conditions 
résumées dans le tableau 1, l'adressage membranaire de DOPR n'a pas été vérifié dans 
les neurones de la moelle épinière et des DRG dans les modèles de douleur 
neuropathique. 
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/ / / / 
/ / / 
«— ND ND ND 
«— ND ND ND 
ND ND ND 
ND ND ND ND 
ND / 
Tableau 1 Changements dans l'adressage membranaire de DOPR observés in vivo. 
Différentes conditions ont été utilisées dans la littérature pour observer l'adressage 
membranaire de DOPR dans les neurones de la moelle épinière ou des DRG. Le tableau 
suivant résume les effets obtenus chez les rongeurs. La flèche vers le haut indique une 
augmentation de la densité membranaire de DOPR dans les neurones. La flèche 
horizontale indique qu'il n'y a aucune modification dans la densité membranaire de 
DOPR. ND : Non-déterminés, ces effets n'ont pas été évalués. 
1.5.5 Voie constitutive et voie régulée des RCPG 
La localisation préférablement intracellulaire de DOPR est inhabituelle pour un 
RCPG. En effet, la majorité des RCPGs, une fois synthétisés, vont être dirigés vers la 
membrane plasmique. Cependant, certains RCPG (DOPR, NTS2, SST5, 5-HT7, 5-HTSA, 
5-HTID) (Stroh et al., 2000, Potrebic et al., 2003, Doly et al., 2004, 2005, Perron et al., 
2006) sont peu localisés au niveau membranaire, mais plutôt retrouvés au niveau 
intracellulaire. Le récepteur DOPR est une protéine qui est initialement synthétisée et 
assemblée sous sa forme immature dans le réticulum endoplasmique (RE). La protéine 
nouvellement repliée migre alors vers l'appareil de Golgi où elle reçoit diverses 
modifications post-traductionnelles de façon à former un récepteur mature. Il existe au 
moins trois trajets possibles pour un RCPG nouvellement synthétisé à sa sortie du réseau 
trans-golgi (TGN) : 1) emprunter la voie de sécrétion constitutive, 2) emprunter la voie de 
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sécrétion régulée ou 3) emprunter la voie de dégradation lysosomale (Figure 10) 
(GrifFiths et Simons, 1986, Rothman et Orci, 1992). La voie de sécrétion constitutive 
permet d'exporter les RCPGs vers la membrane plasmique via des vésicules de sécrétions 
immédiatement après sa sortie du TGN. c'est la voie privilégiée par une majorité de 
RCPG. La voie de sécrétion régulée va plutôt permettre l'insertion des RCPGs dans des 
vésicules de sécrétion qui vont rester au niveau intracellulaire en attente d'un signal leur 
permettant d'être dirigés vers la membrane plasmique. La voie de dégradation lysosomale 
va, quant à elle, conduire les RCPGs vers les lysosomes. des organelles qui vont 




Figure 10 Voies de sécrétion empruntées par les RCPGs (Tirée et adaptée de (Cahill et 
al., 2007)). La protéine native est synthétisée et assemblée dans le RE (1). La protéine 
repliée migre alors vers le complexe Golgi (2) où elle subit des modifications post-
traductionnelles pour former un récepteur mature. Suite à sa maturation, le RCPG est 
dirigé vers des vésicules cytosoliques pour être transporté par la voie constitutive (3)(i) 
ou régulée (3)(ii) jusqu'à la membrane plasmique. Il peut aussi être dirigé vers la voie des 
lysosomes (3)(iii) pour y être dégradé. Les vésicules de la voie régulée sont les LDCV 
qui contiennent divers neuropeptides. Les LDCV et les vésicules de la voie constitutive 
sont transportées jusqu'à la membrane plasmique, où elles relâchent leur contenu par 
exocytose et permettent l'insertion à la membrane des RCPGs qui y sont associés (4). 
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Le récepteur delta semblerait donc favoriser la voie de sécrétion régulée au 
dépend de la voie constitutive. Cela pourrait expliquer sa localisation majoritairement 
intracellulaire. Les principales vésicules de sécrétion de la voie régulée sont les LDCV. 
Ces vésicules contiennent plusieurs neuropeptides comme, entre autres, la substance P, le 
CGRP, la somatostatine et le BDNF (Merighi et al., 1988, Salio et al., 2007). La possible 
localisation de DOPR en association avec ces vésicules est controversée. En effet, 
plusieurs études montrent une localisation importante de DOPR dans ces vésicules 
(Cheng et al., 1995, 1997, Zhang et al., 1998, Bao et al., 2003, Guan et al., 2005), tandis 
que dans certaines études DOPR n'est que très rarement retrouvé dans les LDCV (Cahill 
et al., 2001a, Gendron et al., 2006, Scherrer et al., 2009). 
1.5.6 Stimuli permettant la relâche de neuropeptides 
L'hypothèse que l'exocytose des LDCV et la relâche de leur contenu en 
neuropeptides peut être couplé à une augmentation de la densité membranaire de DOPR a 
été proposée. Une augmentation de Ca2+ intracellulaire est responsable de la relâche de 
neurotransmetteurs compris dans les LDCV et pourrait, par la même occasion, être à 
l'origine de l'augmentation des niveaux membranaires de DOPR (Figure 11). Différents 
stimuli pouvant permettre la relâche de neuropeptides ont donc été évalués dans la 
régulation de DOPR (Figure 12). 
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LDCV 
M •DOR agonist 
Figure 11 Modèle de relâche de neuropeptides par LDCV et insertion membranaire 
de DOPR (Tirée de (Bao et al., 2003)). Selon ce modèle, une augmentation des niveaux 
de calcium intracellulaire (par exemple suite à l'activation du récepteur DOPR) favorise 
le trafic des LDCV vers la membrane plasmique. La fusion des vésicules LDCV avec la 
membrane plasmique permet la relâche des neuropeptides et l'insertion de DOPR à la 
membrane plasmique. 
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Figure 12 Stimuli connus pour augmenter la densité membranaire de DOPR (Tirée 
de (Cahill et al., 2007)). Les récepteurs delta sont transportés du RE des neurones (1) au 
niveau du Golgi (2) avant d'être inséré dans des vésicules (3) pour un transport constitutif 
ou régulé à la membrane plasmique. La maturation du récepteur peut être favorisée à 
l'aide de ligand soluble pour DOPR qui vont agir comme chaperonne pharmacologique 
avec le récepteur (4). Un traitement avec la morphine permet aussi l'augmentation du 
trafic de DOPR vers la membrane plasmique via l'activation de MOPR et le recrutement 
de protéines P-arrestine (5). La formation d'hétérodimères MOPR-DOPR est une des 
hypothèses avancées pour expliquer l'augmentation de DOPR membranaire suite à 
l'activation de MOPR. Les récepteurs delta matures sont stockés dans des vésicules 
comme les LDCV (3), maintenus au niveau intracellulaire et transportés via la voie 
régulée. Les récepteurs sont transportés et insérés à la membrane plasmique via exocytose 
(6). L'insertion de DOPR au niveau membranaire peut être induite par une augmentation 
de calcium intracellulaire produite par l'application de stimuli extracellulaire tels qu'une 
concentration élevée en potassium, F ATP ou la capsaïcine (7). La stimulation de DOPR 
par des agonistes sélectifs (8) produit aussi une augmentation de calcium intracellulaire 
pouvant mener à une augmentation de l'adressage membranaire de DOPR. L'activation 
du récepteur à la bradykinine (9) cause aussi une augmentation du trafic de DOPR vers la 
membrane plasmique via une augmentation des niveaux de calcium intracellulaire. 
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1.5.6.1 Capsaïcine 
La capsaïcine est un agoniste des récepteurs vanilloïdes de type 1 (TRPV1). Ce 
récepteur canal participe à la transmission du signal nociceptif au niveau des afférences 
primaires, en périphérie (Caterina et al., 1997, Guo et al., 1999, Michael et Priestley, 
1999, Amaya et al., 2003). Les récepteurs TRPV1 sont principalement localisés sur des 
neurones de DRG de petit diamètre et leur activation permet une augmentation des 
niveaux de Ca2+ intracellulaire (Caterina et al., 1997). Des études ont donc évaluées le 
rôle possible de la capsaïcine dans la régulation de DOPR. Dans des petits neurones de 
DRG mis en culture, un traitement avec la capsaïcine permet une augmentation rapide de 
>y, 
Ca intracellulaire ainsi qu'une augmentation du nombre de récepteurs DOPR localisés à 
la surface membranaire des neurones (Bao et al., 2003, Guan et al., 2005). Des études 
avec un ligand fluorescent (Fluo-Deltorphine) ont aussi été réalisées et démontrent une 
plus grande densité membranaire de DOPR dans les petits neurones de DRG suite à une 
injection de capsaïcine dans la patte d'un rat (Gendron et al., 2006). Cet effet n'est pas 
observé dans les autres types de neurones, vraisemblablement dû à de l'absence de 
TRPV1 dans ces neurones. 
1.5.6.2 Récepteurs purinergiques 
L'adénosine triphosphate (ATP) joue plusieurs rôles importants au niveau 
intracellulaire et extracellulaire. Un des rôles au niveau extracellulaire est son implication 
dans l'inflammation périphérique suite à une blessure ou une lésion (Brake et al., 1996, 
Holzer et Granstein, 2004). L'ATP se lie à plusieurs récepteurs purinergiques, entre 
autres au récepteur P2Y1 au niveau des afférences primaires, et participe à la nociception 
(Brake et al., 1996). L'activation du récepteur P2Y1 permet une relâche de Ca2+ 
intracellulaire et participe à la relâche de neuropeptides contenus dans les LDCV 
(Nakatsuka et al., 2001). L'activation du récepteur P2Y1 a donc été évaluée dans la 
régulation de DOPR. Un traitement des petits neurones de DRG in vitro avec un agoniste 
du récepteur P2Y1 permet une augmentation du nombre de DOPR au niveau de la 
membrane plasmique, comme observé avec la capsaïcine (Bao et al., 2003). 
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1.5.6.3 Dépolarisation membranaire 
La dépolarisation des neurones est aussi connue comme pouvant augmenter les 
niveaux intracellulaires de calcium et la relâche de neuropeptides (Huang et Neher, 
1996). Un traitement avec une concentration élevée de potassium (K+; 40 mM) a donc été 
utilisé pour étudier la mobilisation de DOPR dans les petits neurones de DRG. La 
dépolarisation induite par le traitement au potassium permet un recrutement de DOPR 
près de la membrane plasmique (Bao et al., 2003). Cependant, l'augmentation du nombre 
de DOPR membranaire n'indique pas si ces récepteurs sont fonctionnels. Une 
dépolarisation rapide avec un traitement au potassium des neurones de la PAG ne permet 
pas une augmentation de la fonctionnalité de DOPR (Hack et al., 2005) Tandis que des 
études de microscopie électronique n'ont pu confirmer une augmentation de la densité 
membranaire de DOPR suite à un traitement au KC1 (Gendron et al., 2006). 
1.5.6.4 Bradykinine 
La bradykinine est un médiateur de l'inflammation agissant principalement sur le 
récepteur B2 (Calixto et al., 2000). La bradykinine et les prostaglandines, comme PGE2, 
permettent la relâche du neuropeptide CGRP et l'activation de l'adénylate cyclase, ce qui 
produit une accumulation d'AMPc. De façon basale, les agonistes DOPR ne peuvent 
inhiber cette relâche de CGRP et cette accumulation d'AMPc. Cependant, suite à un 
traitement des neurones avec la bradykinine, les agonistes DOPR peuvent alors inhiber la 
relâche de CGRP et diminuer l'accumulation d'AMPc (Patwardhan et al., 2005). Cette 
augmentation de la compétence fonctionnelle de DOPR est aussi corrélée à une 
augmentation du trafic du récepteur vers la membrane plasmique des neurones 
(Patwardhan et al., 2005). L'augmentation de l'adressage membranaire de DOPR se fait 
de façon indépendante de la protéine kinase C (PKC), et est possiblement due à une 
modification des taux de calcium intracellulaire (Patwardhan et al., 2005). Cependant, 
l'activation du récepteur B2 par la bradykinine mène à l'activation de la PKC. 
L'augmentation de la compétence fonctionnelle de DOPR, en comparaison avec 
l'augmentation membranaire du récepteur, est quant à elle dépendante de la PKC. Donc, 
l'activation du récepteur B2 semble être essentielle pour permettre la compétence 
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fonctionnelle de DOPR, tandis que les modifications des niveaux de calcium 
intracellulaire suite à un traitement avec un médiateur de l'inflammation semblent être 
responsables du trafic du récepteur. 
L'implication des médiateurs de l'inflammation dans la régulation de DOPR a 
aussi été étudiée en conditions in vivo. Dans un modèle d'allodynie thermique induite par 
l'injection de prostaglandine PGE2, les agonistes DOPR injectés en périphérie ne peuvent 
renverser les effets allodyniques (Rowan et al., 2009). Cependant, si un prétraitement 
avec la bradykinine ou l'acide arachidonique (un médiateur de l'inflammation) est 
effectué, les agonistes DOPR peuvent alors renverser l'allodynie induite par la PGE2 
(Rowan et al., 2009). De façon intéressante, l'augmentation de la compétence de DOPR 
suite au traitement avec la bradykinine ou l'acide arachidonique est aussi dépendante de 
la PKC comme c'était le cas dans les tests in vitro. 
1.5.6.5 Protéases 
Les protéases comme la trypsine ou la tryptase participent au développement de la 
douleur inflammatoire (Steinhoff et al., 2000, Hoogerwerf et al., 2001). Plus précisément, 
ces effets semblent être induit par l'activation du récepteur des protéases activées, comme 
le PAR-2 (Steinhoff et al., 2000, Hoogerwerf et al., 2001). Dans les neurones des 
ganglions trigéminaux (TG) in vitro, l'activation de PAR-2 permet la relâche de CGRP, 
l'accumulation d'AMPc et participe donc à la nociception. Tout comme avec la 
bradykinine, un traitement des neurones du TG avec des agonistes de PAR-2 permet une 
augmentation de la compétence fonctionnelle de DOPR dans ces neurones (Patwardhan et 
al., 2006). 
1.5.6.6 Facteur de croissance neuronal 
Dans les neurones de DRG, le NGF est principalement présent dans les neurones 
de type peptidergiques (Averill et al., 1995). Il joue un rôle important dans la croissance 
et la différentiation des neurones tout en participant à l'inflammation et à la nociception 
via son action sur le récepteur TrkA (McMahon, 1996, Sofroniew et al., 2001). Un 
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traitement avec le NGF a été étudié pour vérifier l'implication du NGF sur le trafic de 
DOPR. Dans un modèle in vitro, le NGF induit une augmentation de l'ARNm de DOPR 
via une activation de la voie PI3K/AKT, suite à l'activation de son récepteur TrkA (Chen 
et al., 2006). On note aussi une mobilisation de DOPR au niveau intracellulaire. En effet, 
la signalisation via le récepteur TrkA permet un mouvement de DOPR nouvellement 
synthétisés vers un pool intracellulaire de récepteurs (Kim et von Zastrow, 2003). Ce pool 
de récepteurs intracellulaires peut par la suite être transporté jusqu'à la membrane 
plasmique suite à une dépolarisation membranaire. Chez des animaux traités de façon 
chronique avec du NGF, une augmentation de la fonctionnalité de DOPR est aussi 
observée (Bie et al., 2010). En effet, comme il avait été observé avec un traitement 
chronique avec la morphine (Ma et al., 2006), un traitement prolongé au NGF semble 
augmenter la compétence fonctionnelle du récepteur DOPR dans les neurones 
glutamatergiques du noyau raphé magnus (NRM). Cette augmentation est possiblement 
due à une augmentation du nombre de récepteurs disponible au niveau membranaire. 
1.5.6.7 Test de nage forcée 
De l'analgésie peut être observée en réponse à un stress. Dépendamment du type de 
stress, l'analgésie se fera via différentes voies endogènes (Terman et al., 1984). Selon 
certaines études, un stress de nage forcée dans l'eau froide, à raison de 3 minutes dans 
l'eau maintenue à 4°C semble induire de l'analgésie via les opioïdes endogènes 
(Vanderah et al., 1992, Mizoguchi et al., 1995). Dans ces conditions, le trafic de DOPR 
peut être affecté dans des neurones de la PAG ventrolatérale. Des études de microscopie 
électronique ont en effet montrées que, suite au stress, on observe une augmentation du 
nombre de DOPR associés avec la membrane plasmique (Commons, 2003). De plus, dans 
cette étude, la plupart des DOPR sont associés avec des LDCV. Dans les neurones de la 
PAG ventrolatérale, ces récepteurs semblent donc être mobilisés vers la membrane 
plasmique en réponse à un stress de nage forcée dans l'eau froide. 
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1.5.6.8 Rôle des agonistes du récepteur opioïdergique delta 
Les agonistes DOPR jouent aussi un rôle dans la régulation de leur propre 
récepteur. L'utilisation d'agonistes DOPR, en plus de permettre l'analgésie, permet une 
augmentation du nombre de récepteurs au niveau membranaire (Bao et al., 2003, Guan et 
al., 2005). En effet, dans des petits neurones de DRG en culture, l'ajout de deltorphine 
permet une augmentation du trafic de DOPR vers la membrane plasmique. Ce trafic accru 
du récepteur serait possiblement dû à un recrutement de DOPR associés avec les LCDV 
(Bao et al., 2003). 
1.6 Mécanismes potentiels de régulation de l'adressage de DOPR 
1.6.1 Problème de maturation du récepteur 
Les mécanismes responsables de la localisation majoritairement intracellulaire du 
récepteur ainsi que ceux qui régissent son trafic en réponse à divers stimuli restent 
controversés. En effet, plusieurs hypothèses ont été avancées pour expliquer ces 
phénomènes. Une de ces hypothèses est que DOPR serait peu localisé au niveau 
membranaire en raison de problèmes de maturation lors de sa synthèse. Lors des étapes 
de synthèse, maturation et migration de la protéine DOPR, le passage au niveau du RE 
semble jouer un rôle important dans l'expression membranaire du récepteur. En effet, 
c'est à ce niveau que les protéines se replient de façon à acquérir leurs conformations 
tridimensionnelles et subissent leurs premières modifications (clivage, glycosylation, 
palmitoylation, etc.). Elles sont par la suite exportées vers l'appareil de Golgi où elles 
atteignent leur forme mature, puis finalement vers la membrane plasmique. Pour ce qui 
est de DOPR, il a été montré dans des cellules HEK293 (human embryonic kidney 293) 
que seulement 40% des protéines synthétisées au niveau du RE peuvent atteindre la 
membrane plasmique (Petaja-Repo et al., 2000). En effet, la majorité des DOPR restent 
sous leur forme de précurseur immature au niveau du RE et ne peuvent atteindre 
l'appareil de Golgi. 
Au niveau du RE, on retrouve un contrôle de qualité qui permet la rétention de 
protéines dont le repliement est incomplet ou incorrect et qui permet leur dégradation si 
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les problèmes de conformation persistent (Ellgaard et Helenius, 2003). Différentes 
modifications sont effectuées au niveau des protéines pour leur permettre de passer le 
contrôle de qualité et d'être exportées vers l'appareil de Golgi. Comme pour la plupart 
des protéines, les intermédiaires incomplets ou mal repliés de DOPR sont exportés du 
RE, subissent des ubiquitinations et sont dégradés par le protéasome (Petaja-Repo et al., 
2001). Pour favoriser la maturation, le repliement adéquat et le transport à la membrane, 
la protéine native DOPR subit diverses palmitoylations (Petaja-Repo et al., 2006) et 
glycosylations en N-terminal (Markkanen et Petaja-Repo, 2008). Ces étapes favorisent 
donc son passage au niveau du contrôle de qualité et limitent ainsi la quantité de 
récepteurs dégradés. Diverses protéines interviennent dans cette étape, dont la calnexine 
qui retient les protéines inadéquatement repliées, aide à leur repliement et les conduit à 
leur dégradation lorsque nécessaire (Ellgaard et Helenius, 2003). Cette protéine 
chaperonne ainsi qu'une pompe calcique de la membrane du RE, la SERCA2b 
(Sarco(endo)plasmic reticulum calcium ATPasé) interagissent avec DOPR ce qui favorise 
sa maturation et son repliement (Tuusa et al., 2007) (Tuusa et al., 2010). Cependant, 
l'interaction avec la calnexine peut aussi mener à la dégradation de DOPR (Markkanen et 
Petaja-Repo, 2008). Le contrôle de qualité du RE semble donc jouer un rôle important 
dans la migration de DOPR. (Petaja-Repo et al., 2001). 
D'autres études ont été réalisées dans le but de mieux comprendre le rôle du 
contrôle de qualité dans le faible taux d'exportation des récepteurs à la membrane 
cellulaire. Des ligands sélectifs pour DOPR qui peuvent traverser la membrane cellulaire 
(i.e. liposoluble) agissent comme chaperonnes pharmacologiques en stabilisant la forme 
native ou intermédiaire de la protéine au niveau du RE (Petaja-Repo et al., 2002). Cela 
favorise le repliement adéquat de DOPR et augmente ainsi son transport à la membrane. 
Il semble donc que ce soit des intermédiaires incomplets de la protéine DOPR qui sont 
retenus au niveau du RE et dégradés, plutôt que des protéines DOPR avec un repliement 
inadéquat. L'action des ligands liposolubles favorise aussi la dissociation de la protéine 
avec la calnexine, empêchant ainsi DOPR d'être dégradé avant d'avoir atteint la 
conformation désirée (Leskela et al., 2007). Les récepteurs delta semblent donc être des 
protéines qui, au niveau du RE, présentent une cinétique de repliement lente, ce qui mène 
à leur exclusion prématurée par le contrôle de qualité du RE sous une forme incomplète. 
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Ils sont par la suite dégradés par le protéasome, ce qui expliquerait la faible portion de 
récepteurs correctement repliés quittant le RE et atteignant la membrane plasmique sous 
une forme mature. 
1.6.2 Hétérodimères MOPR-DOPR 
La co-expression possible entre DOPR et MOPR évoque la possibilité de rôles 
communs pour ces récepteurs. De plus, l'importance de MOPR dans la régulation de 
l'adressage membranaire de DOPR suite à un traitement chronique à la morphine ou dans 
un modèle de douleur inflammatoire suggère une implication directe entre les récepteurs, 
possiblement importante pour la régulation de DOPR. Plusieurs RCPGs peuvent interagir 
entre eux pour former des dimères fonctionnels (George et al., 2002, Terrillon et Bouvier, 
2004, Bulenger et al., 2005, Rozenfeld et Devi, 2010). Le récepteur delta peut former des 
homodimères fonctionnels qui peuvent lier sans problèmes les agonistes DOPR (Cvejic et 
Devi, 1997, McVey et al., 2001, Filizola et al., 2002). Il peut aussi former des 
hétérodimères avec différents autres RCPGs, tels que KOPR (Jordan et Devi, 1999, Wang 
et al., 2005), le récepteur aux chimiokines CXCR4 (Pello et al., 2008) et le récepteur (32-
adrénergique (Jordan et al., 2001, McVey et al., 2001). 
Plusieurs études ont évaluées la formation possible d'hétéromères MOPR-DOPR. 
Des études de co-immunoprécipitation (Gomes et al., 2000, McVey et al., 2001, Fan et 
al., 2005, Law et al., 2005) et de BRET (transfert d'énergie entre molécules 
bioluminescentes) (McVey et al., 2001, Gomes et al., 2004, Wang et al., 2005, Hasbi et 
al., 2007) ont toutes confirmées la proximité de MOPR et DOPR dans des cellules 
transfectées avec les deux récepteurs. En fait, MOPR et DOPR se retrouveraient à moins 
de 100 Â l'un de l'autre dans ces cellules, ce qui représente une distance assez courte 
pour permettre une interaction directe (Gomes et al., 2004). En comparaison avec les 
récepteurs opioïdergiques retrouvés sous forme de monomères, les hétérodimères 
présentent des propriétés différentes. Des études ont en effet montrées des modifications 
dans les propriétés de liaison des agonistes sélectifs MOPR et DOPR (George et al., 
2000, Gomes et al., 2000, 2004, Fan et al., 2005, Hasbi et al., 2007, Kabli et al., 2010) 
ainsi que dans les voies de signalisation empruntées (George et al., 2000, Charles et al., 
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2003, Fan et al., 2005, Hasbi et al., 2007, Rozenfeld et Devi, 2007, Kabli et al., 2010) 
suite à la formation d'hétérodimères. Les hétérodimères MOPR-DOPR pourraient être 
formés au niveau du réticulum endoplasmique (RE) (Fan et al., 2005, Hasbi et al., 2007, 
Decaillot et al., 2008) ou encore formés directement à la surface membranaire (Law et al., 
2005). Les divergences au niveau de ces études peuvent être attribuées aux différents 
modèles cellulaires étudiés. Cependant, il semblerait que les hétérodimères soient 
majoritairement formés au niveau du RE et que cette étape soit importante pour passer le 
contrôle de qualité (Bulenger et al., 2005). Par contre, toutes ces études ont été réalisées 
avec des cellules transfectées donc de façon in vitro, ce qui ne reflète pas nécessairement 
ce qui se produit au niveau endogène. 
Pour permettre la formation d'hétérodimères, la co-expression de MOPR et 
DOPR dans les mêmes cellules est évidemment essentielle. Comme mentionné 
précédemment, l'expression de MOPR et DOPR dans les mêmes neurones est 
controversée. Dernièrement, des anticorps sélectifs pour l'hétérodimère MOPR-DOPR 
ont été synthétisés (Gupta et al., 2010). À l'aide de ce nouvel outil, la présence 
d'hétérodimères MOPR-DOPR a été montrée chez les rongeurs dans les neurones de 
DRG ainsi que dans différentes zones du cerveau (cortex, RVM, noyau médial du corps 
trapézoïde (MNTB), hypothalamus, noyau accumbens, aire tegmentale ventrale). De plus, 
l'impact d'un traitement chronique de 48 heures à la morphine a été évalué. Au niveau 
des neurones de DRG et de certaines zones du cerveau mentionnées ci-haut, on retrouve 
une plus grande quantité d'hétérodimères MOPR-DOPR suite à ce traitement (Gupta et 
al., 2010). Un traitement chronique à la morphine semble donc augmenter la formation 
d'hétérodimères MOPR-DOPR. Ainsi, cette augmentation d'hétérodimères pourrait être 
un mécanisme responsable de l'augmentation de DOPR au niveau membranaire. 
1.6.3 Protéines chaperonnes 
Le trafic intracellulaire des RCPGs, que ce soit pour l'adressage membranaire, ou 
le devenir du récepteur suite à son internalisation, est étroitement régulé. En effet, les 
différents comportements observés chez les récepteurs pourraient, pour la plupart, être 
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attribués à leurs interactions avec différentes protéines au niveau intracellulaire. Pour 
DOPR, quelques protéines semblent jouer un rôle de chaperonne dans sa régulation. 
1.6.3.1 RTP-4 
Une des protéines identifiées pour le récepteur DOPR est la protéine RTP-4, un 
membre de la famille des protéines de transport du récepteur. Un rôle pour cette protéine 
dans la régulation de deux autres RCPGs a déjà été montré. En effet, une interaction avec 
les récepteurs odorants (ORs) et des récepteurs du goût (TAS2Rs) a déjà été montrée et 
RTP-4 favorise leur exportation vers la surface cellulaire (Saito et al., 2004, Behrens et 
al., 2006). Au niveau des récepteurs opioïdergiques, la protéine RTP-4 jouerait un rôle 
dans la régulation de l'hétérodimère MOPR-DOPR. Les hétérodimères formés dans le RE 
sont retenus dans l'appareil de Golgi (Decaillot et al., 2008). L'interaction avec DOPR 
bloquerait un signal de MOPR important pour son transport constitutif vers la membrane 
plasmique. La protéine RTP-4 se lierait aux récepteurs, les protégeant contre 
l'ubiquitination et la dégradation. Cela favoriserait ainsi leur sortie de l'appareil de Golgi 
et permettrait aux hétérodimères d'être envoyés vers la membrane plasmique (Decaillot et 
al., 2008). La protéine RTP-4 semble donc jouer un rôle de protéine chaperonne 
favorisant la dimérisation des RCPGs et leur exportation vers la membrane plasmique. 
1.6.3.2 NHERF-1 
La protéine NHERF-1 (facteurs de régulation de l'échangeur Na+/H+) est une 
protéine adaptatrice présente au niveau intracellulaire qui peut se lier à certains RCPGs 
(Brady et Limbird, 2002, Weinman et al., 2006, Hanyaloglu et von Zastrow, 2008). Elle 
est impliquée dans la régulation du récepteur P2-adrénergique (Hall et al., 1998, Cao et 
al., 1999) et de KOPR (Li et al., 2002). Suite à l'internalisation du récepteur, elle s'y lie 
et favorise la voie de recyclage vers la membrane plasmique au détriment de la voie de 
dégradation par les lysosomes. Par contre, une interaction très faible, voire quasi nulle, 
entre NHERF-1 et DOPR a été observée, ce qui pourrait expliquer la dégradation 
majoritaire de DOPR (Heydorn et al., 2004, Huang et al., 2004). Ces observations ont 
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cependant été réalisées sur des cellules naïves n'ayant reçu aucune stimulation. Suite à un 
traitement chronique à la morphine ou au NGF, une augmentation de l'interaction entre 
DOPR et NHERF-1 est observée (Bie et al., 2010). Cette interaction semble essentielle 
pour maintenir l'augmentation de la fonctionnalité de DOPR observée suite à ces 
traitements. 
1.6.3.3 GASP 
Dans l'étude de protéines pouvant être impliquées dans la régulation de DOPR, 
une protéine cytoplasmique pouvant lier la queue C-terminale du récepteur a été 
découverte (Whistler et al., 2002, Heydorn et al., 2004). Cette protéine chaperonne, 
nommée GASP (protéine de triage associée aux RCPGs), fait partie d'une famille de 
protéines qui interagissent avec des RCPGs et jouent un rôle dans leurs régulations post-
endocytique (Simonin et al., 2004). La protéine GASP se lie à DOPR et favorise ainsi son 
trafic vers la voie de dégradation par les lysosomes (Whistler et al., 2002). Le signal 
reconnaissant GASP sur DOPR n'est pas retrouvé au niveau de MOPR, ce qui pourrait 
expliquer les différences de régulation entre ces récepteurs (Whistler et al., 2002). Suite à 
la liaison de GASP avec le récepteur internalisé, la dysbindine, une autre protéine 
cytoplasmique, s'associerait avec GASP et participerait aussi au trafic du récepteur vers 
les lysosomes (Marley et von Zastrow, 2010). La protéine GASP semble donc être une 
protéine chaperonne importante dans la régulation de DOPR suite à son internalisation. 
1.7 Substance P 
La substance P est un neuropeptide ayant plusieurs rôles dans l'organisme. Elle 
est entre autres impliquée dans la transmission nociceptive (Otsuka et Yoshioka, 1993). 
Une étude a démontré un rôle possible de la substance P dans la régulation de DOPR 
(Guan et al., 2005). En effet, le domaine du gène de la préprotachykinine A (PPTA) 
codant pour la substance P interagirait avec la troisième boucle extracellulaire de DOPR 
pour permettre la localisation du récepteur dans les LDCV (Figure 13). Dans les petits 
neurones de DRG, cette interaction serait essentielle pour permettre l'association de 
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DOPR avec les LDCV ainsi que pour son trafic vers la membrane plasmique en réponse à 
divers stimuli (Guan et al., 2005, Wang et al., 2010a). Une perte de l'efficacité 
analgésique des agonistes sélectifs DOPR est aussi observée chez les souris saines 
déficientes en PPTA (PPTA"7"), et donc déficientes en substance P, en réponse à un 
stimulus thermique. 
' protachykinin 











Figure 13 Modèle proposé pour le triage de DOPR dans la voie de sécrétion régulée 
(Tirée et adaptée de (Zhang et al., 2010)). Au niveau du réseau trans-Golgien (TGN), la 
protachykinine (précurseur de la substance P) est dirigée vers les LDCV. Le récepteur 
delta est aussi trié dans les LDCV via une interaction entre sa troisième boucle 
extracellulaire (en vert) et le domaine de la substance P de la protachykinine (en rouge). 
Durant le transport vers la membrane plasmique, la protachykinine produit des peptides 
matures (substance P (SP) et neurokinine A (NKA)) et se dissocie de DOPR. Les 
récepteurs delta seront insérés à la membrane plasmique lors de l'exocytose des LDCV 
en réponse à certains stimuli. Une certaine quantité de DOPR peuvent aussi être 
transportés via la voie de sécrétion constitutive, voie empruntée par MOPR, et être 
insérés à la membrane de façon constitutive. 
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1.7.1 Fonction et localisation de la substance P 
La substance P est un neuropeptide de la famille des tachykinines qui agit 
principalement comme neurotransmetteur dans la douleur (Otsuka et Yoshioka, 1993). La 
substance P est largement distribuée au niveau du système nerveux, mais on en retrouve 
aussi un peu partout dans l'organisme, entre autre au niveau de la vessie, de l'iléon, des 
glandes salivaires et du cœur (Otsuka et Yoshioka, 1993). Les premières hypothèses d'un 
rôle de neurotransmetteur pour la substance P ont été émises suite à sa localisation dans 
différentes zones du cerveau, dans la moelle épinière, dans les DRG et au niveau des 
fibres périphériques (Hokfelt et al., 1975b, a, Takahashi et Otsuka, 1975). Plus 
précisément, dans la moelle épinière la substance P a été majoritairement retrouvée au 
niveau de la corne dorsale, dans les laminae superficielles I-II (Hokfelt et al., 1975a, 
Pickel et al., 1977). L'implication de la substance P dans la transmission nociceptive a été 
confirmée face à divers stimuli nociceptifs (Laneuville et al., 1988). La substance P est 
aussi présente dans les neurones de DRG, majoritairement dans les fibres de petits 
diamètres, soit les fibres C de types peptidergiques (Hokfelt et al., 1975a, b, McCarthy et 
Lawson, 1989). De faibles quantités de substance P ont été détectées dans les neurones 
afférents AS, tandis que l'on en détecte aucune dans les fibres non-nociceptives (A(î) 
(McCarthy et Lawson, 1989). Dans les neurones, la substance P est retrouvée dans les 
LDCV (Pickel et al., 1977, Merighi et al., 1988). Elle peut être co-localisée dans ces 
vésicules avec d'autres peptides, tels que le CGRP, la somatostatine ou le BDNF 
(Merighi et al., 1988, Salio et al., 2007). Une séquence dans la protachykinine est 
détectée comme un signal de localisation pour les LDCV et la substance P y est dirigée 
(Ma et al., 2008). Le gène PPTA, code aussi pour d'autres tachykinines, comme la 
neurokinine A (NKA), aussi appelée substance K (Figure 14) (Nawa et al., 1983, 1984, 
Tatemoto et al., 1985, Kawaguchi et al., 1986, Kotani et al., 1986, Krause et al., 1987, 
Helke et al., 1990). 
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Figure 14 Structure du gène de la préprotachykinine A (PPTA) et des tachykinines 
(Tirée de (Helke et al., 1990)). Le gène de la PPTA est illustré dans le haut avec les 
différents exons numérotés de 1 à 7. Suite à la transcription et à l'épissage alternatif, les 
ARNm a-, (3- et y-PPT sont générés. Les ARNm sont par la suite traduits en séquences 
d'acides aminés correspondant. Finalement, suite à diverses transformations, les 
différents peptides sont générés. La substance P, est la tachykinine la plus connue et est 
obtenue à partir des trois précurseurs. Les différentes tachykinines produites à partir de ce 
gène sont la neurokinine A, le neuropeptide y et le neuropeptide K. 
1.7.2 Lien possible entre la substance P et le récepteur delta 
L'interaction entre la substance P et DOPR est un sujet controversé. En effet, une 
étude récente a suggérée que la substance P et DOPR ne seraient pas co-exprimés dans 
les mêmes neurones, rendant impossible l'interaction physique proposée entre les deux 
(Scherrer et al., 2009). En utilisant des souris DOReGFP, aucune co-localisation n'est 
observée entre DOPR et la substance P tant au niveau de la moelle épinière que des 
afférences desservants la peau (Figure 15) (Scherrer et al., 2009). Cette observation remet 
donc en question l'interaction proposée entre le domaine de la substance P de PPTA et la 
troisième boucle extracellulaire de DOPR (Guan et al., 2005). De plus, dans leur modèle, 
Scherrer et al. remettent en question la régulation de DOPR en observant ce récepteur à la 
membrane de façon basale. Ils suggèrent donc que DOPR se comporte comme un RCPG 






Figure 15 Localisation proposée des récepteurs opioïdergiques dans les afférences 
primaires (Tirée et adaptée de (Scherrer et al., 2009». Selon ce modèle, MOPR est 
exprimé par les neurones sensibles à la chaleur (TRPV1+), peptidergiques (SP+ et 
CGRP+) et non-myélinisés qui innerve la peau. Le récepteur delta est quant à lui exprimé 
par les neurones myélinisés ainsi que les neurones non-peptidergiques et non-myélinisés 
qui sont sensibles aux stimuli mécaniques. Les neurones exprimant DOPR et MOPR 
projettent vers des lamina différentes dans la corne dorsale de la moelle épinière (lamina 
I-II externe et lamina II interne respectivement). Dû à cette ségrégation de l'expression 
des récepteurs dans les nocicepteurs, les agonistes DOPR diminueraient 
préférentiellement la douleur mécanique, tandis que les agonistes MOPR inhiberaient 
principalement la douleur thermique. 
2. Objectifs du Projet 
L'interaction proposée entre le récepteur opioïdergique delta (DOPR) et la 
substance P dans la régulation du récepteur est un sujet controversé. Inévitablement, pour 
permettre une interaction, DOPR et la substance P doivent être localisés dans les mêmes 
cellules. Certaines données remettent en doute l'expression de DOPR dans les neurones 
des ganglions rachidiens (DRG) de petit diamètre exprimant la substance P. Néanmoins, 
si une interaction entre DOPR et la substance P est effectivement possible et essentielle 
pour la régulation du récepteur dans ces neurones, le patron de distribution de DOPR 
dans les neurones de DRG est toutefois différent de celui de la substance P. Le récepteur 
delta, contrairement à la substance P, est en efifet retrouvé dans les neurones de DRG de 
tous les diamètres. De plus, une augmentation sélective de la densité membranaire de 
DOPR est observée suite à un traitement à la morphine ou dans un modèle de douleur 
inflammatoire induite par l'adjuvant complet de Freund (CFA). En effet, un traitement à 
la morphine permet une augmentation des niveaux membranaire de DOPR dans les petits, 
moyens et larges neurones de DRG, tandis qu'une douleur inflammatoire permet mie 
augmentation sélective de DOPR dans les neurones de DRG de petits et moyens 
diamètres. Étant donné la faible présence ou l'absence de substance P dans certaines de 
ces populations de neurones, un mécanisme alternatif de régulation de DOPR doit exister. 
Ainsi, l'augmentation de l'efficacité analgésique des agonistes DOPR observée suite à 
l'augmentation de la densité membranaire de DOPR pourrait être due à différents 
mécanismes de régulation. 
L'objectif principal de cette étude était donc d'évaluer les propriétés analgésiques 
d'un agoniste sélectif pour DOPR, la deltorphine II, dans un modèle de douleur 
inflammatoire induite par le CFA chez des souris invalidée pour la substance P. Pour ce 
faire, des souris PPTA_/" ont été utilisées. Dans un modèle de douleur inflammatoire 
induite par le CFA les effets antihyperalgésiques de la deltorphine II ont été évalués en 
réponse à un stimulus nociceptif thermique. De plus, des études de microscopie 
électronique ont été conduites avec les moelles épinières de souris traitées CFA, 
déficientes ou non en PPTA, pour évaluer l'impact de l'absence de la substance P sur la 
localisation de DOPR. Finalement, les effets antinociceptifs de la deltorphine II 
réponse à un stimulus thermique ont été évalués chez ces souris. 
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Résumé 
Il a déjà été montré que l'analgésie produite par des agonistes du récepteur 
opioïdergique delta (DOPR) était augmentée dans un modèle de douleur inflammatoire 
induite par l'adjuvant complet de Freund (CFA). Cet effet serait possiblement dû à une 
augmentation du transport de DOPR vers la membrane plasmique des neurones de 
ganglions rachidiens (DRG) et de la moelle épinière. Parmi les mécanismes potentiels de 
régulation de l'adressage membranaire de DOPR, une interaction avec la substance P 
dans les vésicules à corps dense a été décrite comme étant un mécanisme essentiel pour le 
trafic approprié de DOPR vers la membrane plasmique. Le récepteur delta est retrouvé 
dans les neurones de DRG de petits, moyens et larges diamètres et les niveaux de DOPR 
associés à la membrane plasmique peuvent être augmentés sélectivement dans les petits 
et moyens neurones de DRG dans un modèle de douleur inflammatoire induite par le 
CFA. Étant donné la localisation majoritaire de la substance P dans les neurones de petits 
diamètres, nous avons émis l'hypothèse que la substance P ne serait pas impliquée dans 
tous les mécanismes de régulation de DOPR, particulièrement dans les neurones 
n'exprimant pas de substance P. En utilisant des souris déficientes pour en 
préprotachykinine A (précurseur de la substance P; PPTA"a), nous avons premièrement 
confirmé que ces souris n'exprimaient pas de substance P et possédaient des niveaux 
d'inflammation induite par le CFA semblable aux souris sauvages. Par la suite, en 
utilisant le test plantaire (test de Hargreaves), nous avons montré qu'une injection 
intrathécale de deltorphine II induisait des effets antihyperalgésiques semblables chez les 
souris PPTA_/" et sauvages. En utilisant le test d'immersion de la queue dans l'eau chaude 
nous avons aussi observé des effets antinociceptifs de la deltorphine II comparable chez 
les souris PPTA"7" et sauvages. Nos résultats suggèrent que la substance P ne serait pas 
impliquée dans tous les mécanismes de régulation de DOPR, spécialement dans un 
modèle de douleur inflammatoire induite par le CFA. 
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Abstract: 
We have shown that delta opioid receptor (DOPR)-mediated analgesia was 
enhanced in the complété Freund's adjuvant (CFA) model of inflammation. This effect is 
thought to originate from translocation of DOPR in the plasma membrane of dorsal root 
ganglia (DRG) and spinal cord neurons. Among the putative mechanisms involved in the 
régulation of DOPR trafïicking, an interaction with substance P (SP) in large dense core 
vesicles has been described as an essential event for extemalization of DOPR. Since we 
have previously observed that membrane DOPRs were upregulated in small- and 
medium-sized neurons under inflammatory pain conditions (while SP is mainly expressed 
by small DRG neurons) we raised the hypothesis that a SP-independent mechanism 
mediates DOPR trafficking and functional emergence in the CFA model. Therefore, we 
investigated the rôle of SP in DOPR-mediated analgesia by using preprotachykinin A 
(precursor of SP) knockout mice (PPTA_/") in the CFA model of inflammation. First, we 
confirmed that PPTA"'" mice are not expressing SP and have similar level of CFA-
induced inflammation than wildtype mice. Then, using the thermal plantar test, we found 
that an intrathecal injection of deltorphin II induced DOPR-mediated antihyperalgesia, 
which was not modified by the absence of SP (similar efficacy and potency in wildtype 
and PPTA"/_ mice). We also observed comparable analgesia of intrathecal deltorphin II 
for PPTA"a and wildtype mice in the hot water immersion tail flick test. Consequently, 
our results suggest that SP is not essential for membrane insertion and for the functional 
emergence of DOPR. 
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Introduction: 
Delta opioid receptor (DOPR)-selective agonists have been reported to induce 
fewer side-effects than the commonly used mu opioid receptor (MOPR) agonists (Porreca 
et al., 1984; May et al., 1989; Szeto et al., 1999; Brandt et al., 2001 ; Petrillo et al, 2003; 
Gallantine & Meert, 2005). It was therefore proposed that these compounds could 
represent an interesting alternative for the treatment of chronic pain (Mika et al., 2001; 
Cahill et al., 2003). 
In normal animais, DOPR-selective agonists only produced limited analgesia 
(reviewed in Cahill et al, 2007) probably because DOPRs are mostly expressed in 
intracellular compartments (Cheng et al, 1995, 1997; Elde et al, 1995; Zhang et al., 
1998; Cahill et al., 2001a). However, various studies have revealed that DOPR-mediated 
analgesia can be improved following repeated treatments with MOPR agonists (Cahill et 
al, 2001b; Morinville et al., 2003; Hack et al., 2005). DOPR agonists are also more 
effective under inflammatory (Stewart & Hammond, 1994; Fraser et al, 2000; Hurley & 
Hammond, 2000; Cahill et al, 2003; Petrillo et al, 2003; Morinville et al., 2004b; 
Gendron et al, 2007a, b) and neuropathic pain conditions (Mika et al., 2001; Petrillo et 
al., 2003; Holdridge & Cahill, 2007). This enhanced analgésie efficacy of DOPR agonists 
was found to be paralleled by an increase in membrane-associated DOPRs in spinal cord 
and dorsal root ganglia (DRG) neurons (Cahill et al., 2001b, 2003; Morinville et al, 
2003, 2004a, b; Gendron et al., 2006). Interestingly, following treatment with MOPR 
agonists this increase in the level of DOPRs associated with neuronal plasma membranes 
was observed in ail three sizes (small, médium, and large) of DRG neurons whereas 
inflammation induced by complété Freund's adjuvant (CFA) results in membrane 
recruitment of DOPRs specifically in small- and medium-sized DRG neurons (Gendron 
et al., 2006). Among the mechanisms for DOPR trafficking, a rôle for substance P (SP) 
has been described where the SP domain of preprotachykinin A (PPTA) acts as a 
"peptide courier for DOPR" (Guan et al., 2005). 
In large dense-core vesicles, the SP domain of PPTA was shown to interact with 
the third extracellular loop of DOPR (Guan et al., 2005). This physical interaction was 
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thought to be required for DOPRs to reach the plasma membrane through the regulated 
secretory pathway and is a necessary factor for DOPRs to mediate analgesia (Guan et al, 
2005). Because DOPRs are expressed in ail types of DRG neurons (Wang & Wessendorf, 
2001) and SP is predominantly expressed in small DRG neurons (McCarthy & Lawson, 
1989), we formed the hypothesis that SP is not involved in ail of the regulated 
mechanisms of DOPR trafficking, especially in the subset of DRG neurons which do not 
express SP. In the present study, we used the CFA model of inflammation to determine 
the rôle, if any, of SP in enhanced DOPR-mediated analgesia. Substance P-deficient mice 
(PPTA"a mice) and their wildtype littermates were used in two différent pain paradigms 
(thermal plantar and hot water immersion tail flick tests) to assess the analgésie effect of 




Experiments were performed in adult maie C57BL/6 mice (10-16 weeks old; 24-
30g). Homozygous maie preprotachykinin A (PPTA) knockout (-/-, TaclTmlBbm, Jackson 
Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) and wildtype female (+/+, Charles River, St-
Constant, QC, Canada) mice were used to establish the colony. An FI génération of 
heterozygous (+/-) mice was used to produce F2 PPTA_/" and PPTA+/+ littermates used for 
our experiments. The mice were genotyped using DNA extracted from tail samples at two 
weeks of âge. The PPTA"/_ mice were viable, fertile and did not show any unusual 
behavior. The mice were housed in groups of two to four and maintained on a 14 h 
light/dark cycle (light period = 06:00-20:00). Food and water were available ad libitum. 
The experiments were approved by the local animal care committee at Université de 
Sherbrooke (Protocol #080-06) and adhered to the Canadian Council on Animal Care 
guidelines on the ethical use of animais and the guidelines from the International 
Association for the Study of Pain (IASP). Ail experiments were designed to minimize the 
number of animais used and their suffering. Each animal participated in only one 
experiment, and then it was euthanized. 
Induction of inflammation 
Unilatéral inflammation was induced as previously described (Gendron et al, 
2007b). Fifty microliters of complété Freund's adjuvant (CFA; Calbiochem, San Diego, 
CA, USA) in a 1:1 saline emulsion was injected subcutaneously in the plantar surface of 
the right hind limb of mice under brief isoflurane anesthesia (3%, 2 mL/min). Behavioral 
testing was carried out 72 h after the CFA was injected. 
Drugs 
[D-Ala2]-Deltorphin II (lots #077K14561, Sigma-Aldrich, Oakville, 
Ontario, Canada; # M08048T1, American Peptide, Sunnyvale, CA, USA; #5/20720, 
Tocris, Ballwin, MO, USA), a DOPR-selective agonist, was dissolved in sterile saline 
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(0.9% NaCl) at 1 mg/mL and stored at -20°C in aliquots until use. For behavioral testing, 
deltorphin II was diluted in a sterile saline solution to a final concentration of 1-5 p.g/5 
|iL and injected intrathecally in mice. Naltrindole hydrochloride (lot #12A/103955, 
Tocris Bioscience, Ellisville, Missouri, USA), a DOPR-selective antagonist, was 
dissolved in DMSO at 100 mM and stored at -20°C in aliquots until use. For behavioral 
testing, naltrindole was diluted in a sterile saline solution to a final concentration of 5 
nmol/5 nL and injected intrathecally in mice. Final concentration of DMSO in this 
solution was 1%. Intrathecal injections were performed in non-anesthetized mice as 
described previously (Fairbanks, 2003; Gendron et al, 2007b). Briefly, a 30G 54 needle 
mounted on a 10 Luer-tip Hamilton syringe was inserted into the L5-L6 intervertebral 
space and a 5 volume of deltorphin II was injected. Saline was used as a vehicle 
control. Appropriate placement of the needle was confirmed by the observation of a light 
flick of the tail. Also, as described before, intrathecal injection of deltorphin II in mice 
resulted in motor uncoordination and ataxia-like behavior restricted to the hind limbs and 
Straub tail symptoms in mice (Gendron et al., 2007b; Beaudry et al., 2009). Note that 
these effects did not interfere with the ability of mice to respond to painful stimuli 
(Gendron et al., 2007b). 
Immunohistochemistry 
Immunohistochemistry was carried out to observe the presence of substance P in 
the spinal cords of PPTA_/" and PPTA+/+ mice. First, the animais were briefly anesthetized 
with 5% isoflurane and perfusion-fixed with ice-cold 4% paraformaldehyde (PFA; 
Polysciences, Inc., Warrington, PA, USA). The spinal cord was removed by 
laminectomy, post-fixed in ice-cold 4% PFA for 1 h and cryoprotected in phosphate-
buffered saline (PBS) containing 30% sucrose for three days. Following cryoprotection, 
the lumbar segment L4-L6 was snap-frozen in -50°C isopentane. Afterwards, transverse 
sections (35^im thick) were eut using a sliding microtome (Leica SM2000R; Toronto, 
Ontario, Canada) and placed in PBS buffer. Then the floating sections were incubated in 
1% hydrogen peroxide in PBS for 20 min to remove endogenous peroxidase activity. 
Next, the slices were rinsed twice with PBS and incubated for 1 h at room temperature 
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(22°C) in a blocking solution containing 5% normal goat sérum (NGS) and 0.3% Triton 
X-100 in PBS. After a brief washing step, the sections were incubated overnight at 4°C 
with a guinea pig anti-SP antibody diluted 1:500 in PBS (lot 293; Abcam Inc, Cambridge, 
MA, USA) containing 1% NGS and 0.1% Triton X-100. Then, the floating sections were 
washed two times in PBS and incubated with a biotinylated goat anti-guinea pig 
secondary antibody (lot SOI 11; Vector Laboratories, Burlington, Ontario, Canada) at 
1:400 in PBS for 1 h followed by a 1 h incubation with avidin-biotin horseradish 
peroxidase complex (Vectastain ABC Elite Kit Standard; Vector Laboratories, 
Burlington, Ontario, Canada) at room température. After the final wash with PBS, the 
chromagen was developed using nickel-intensified 3,3'-Diaminobenzidine 
tetrahydrochloride (DAB, 0.5mg/mL, lot 036K8208; Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, 
Canada) and 0.0015% H2O2 for 90 s. The reaction was stopped using additional washes 
with PBS. The sections were mounted onto chrom-alum coated slides, dehydrated in a 
sériés of graded alcohols and defatted in a xylene substitute (Electron Microscopy 
Sciences, Hatfield, PA, USA). Slides were then coversliped using Permount (Fisher 
Scientific Company, Toronto, Ontario, Canada). The slides were visualized using a Leica 
DM4000B microscope (Toronto, Ontario, Canada) equipped with a InfinityX caméra 
(Lumenera Scientific, Ottawa, Ontario, Canada). The pictures were taken with a 20X 
objective using the same acquisition parameters and settings for ail images. 
Behavioral Testing: 
Plethysmometer: 
To evaluate the level of inflammation induced by CFA injection in PPT A7" and 
PPTA+/+ mice, the volume of the hind limbs was measured using a Plethysmometer (IITC 
Life Science Inc., Woodland Hills, CA, USA). The paw was placed in a small water bath, 
and the volume displacement was measured. Two measurements were carried out 72 h 
after CFA injection for both the ipsilateral (i.e. CFA-injected paw) and the contralateral 
paws. The data are expressed as the percentage (%) of paw volume relative to the total 
body weight of the animal. 
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Plantar test: 
The development of hyperalgesia and the antihyperalgesic effects of deltorphin II 
in PPT A7" and PPTA+/+ mice were assessed using the plantar test (i.e. the response to 
noxions heat stimulus). To test for thermal withdrawal thresholds, the mice were placed 
in Plexiglas enclosures set on a glass surface (IITC Life Science Inc., Woodland Hills, 
CA, USA) for a 15 min habituation period, 48 h and 24 h prior to taking baseline 
measurements. The following day, the heat source was positioned under the plantar 
surface of the hind paw after a 15 min habituation period, and the latency to paw 
withdrawal in response to radiant heat was measured twice for each hind paw 
(corresponding to -72 h). Measurements were taken at least 5 min apart from each other. 
CFA was injected in the right hind paw as described above. Seventy-two hours after 
injecting CFA, baseline withdrawal latencies (identified as PostCFA or 0) were measured 
again prior to the intrathecal injections of drugs. Deltorphin II (0.25-2.5 ng) or saline 
were injected, afterwards, the latencies until paw withdrawal were recorded every 15 min 
over a period of 60 min. In some experiments, intrathecal naltrindole (5 nmol) was 
injected 15 min prior to deltorphin II injection. The intensity of the light beam was 
adjusted to 30%, which produced baseline latencies of approximately 10 s in naïve 
C57BL/6 mice. A cutoff time of 20 s was imposed to prevent tissue damage. If an animal 
reached the cutoff, the light beam was automatically turned off and the animal was 
assigned the maximum analgesia score. The percentage of the maximum antihyperalgesic 
effect (MPAHE) of deltorphin II and saline in CFA-injected mice was calculated for the 
inflamed hind paw according to the following formula: %MPAHE = 100 X [(test latency) 
- (baseline latency following CFA)] / [(baseline latency prior to CFA) - (baseline latency 
following CFA)]. From the latter calculation, a %MPAHE of 0% represents no 
antihyperalgesic effect, whereas a %MPAHE of 100% corresponds to the complété relief 
of hyperalgesia, i.e. a response latency to radiant heat which is identical to baseline prior 
to CFA. The experimenter was blind to the genotype during ail testing. 
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Tail flick test: 
To test for the antinociceptive effects of deltorphin, tail flick latencies were 
measured in naive PPTÀV" and PPTA+/+ mice. Briefly, two centimeters of the tail was 
immersed in a water bath apparatus (IITC Life Science Inc., Woodland Hills, CA, USA) 
maintained at 52 ± 0.5°C. The latency to response was determined by a vigorous tail 
flick. Baseline measurements were taken three times for each mouse on the day of the 
experiment. Subsequently, the mice were injected intrathecally with deltorphin II (2.5-5 
|ig) or saline and the latencies were measured every 10 min for a 60 min period. A cutoff 
time of 10 s was imposed to avoid tissue damage. If an animal reached the cutoff, the tail 
was removed from water and the animal was assigned the maximum score. The 
percentage of the maximal possible effect (MPE) of deltorphin II was calculated 
according to the formula: %MPE = 100 X [(test latency) - (baseline latency)] / [(cutoff 
time) - (baseline latency)]. The experimenter was blind to the genotype during ail testing. 
Calculation and statistical analysis 
Calculations were conducted using Excel 2007, the graphs were plotted with 
SigmaPlot 11.0, and the statistical analysis was performed with Graph Pad Prism 5.0. The 
data are expressed as the mean ± S.E.M. 
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Results: 
Characterization of PPTA+/+ and PPTA" " mice 
Substance P-like immunoreactivity in the spinal cords of PPTA knockout and wildtype 
littermate mice 
At the spinal cord level, substance P (SP) is known to be expressed in small 
peptidergic primary afférents which terminate in superficial lamina I and II (Hokfelt et 
al., 1975). To confïrm that PPTA knockout (PPTA"7") mice do not express SP, the mice 
were perfusion-fixed and their spinal cords were stained with an antibody directed against 
amino acids 1-11 of rat SP. As shown in Fig. 1A, SP-like immunoreactivity in the L5 
lumbar spinal cord segment of PPTA wildtype littermates (PPTA+/+) was mainly 
localized to superficial lamina I and II and the latéral spinal nucleus. As expected, SP-like 
immunoreactivity was completely lost in the spinal cord sections of PPTA_/" animais (Fig. 
1B). No residual staining was observed in superficial lamina I and II nor in the latéral 
spinal nucleus of PPTA"7" mice. These observations agree with previous report in which 
the same strain of mice was used (Cao et al, 1998). 
A B 
Figure 1 Characterization of PPTA";" and wildtype littermate mice. (A) Expression of SP 
in the L5 lumbar section of the spinal cord following DAB-amplification of SP-
immunostaining. In PPTA+/+ mice, SP-like immunoreactivity can be clearly visualized in 
superficial lamina I and II and in the latéral spinal nucleus (scale bar = 0,15 mm). (B) In 
the PPTA"'" mice, SP-like immunoreactivity in the L5 lumbar spinal cord section was 
completely eliminated. 
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CFA-induced inflammation in PPT A'' mice 
Peripheral inflammation induced by complété Freund's adjuvant (CFA) was 
shown to be non-neurogenic, indicating that it is independent of primary afférent fiber 
activity (Hylden et al., 1992). In other words, CFA-induced inflammation does not 
depend upon SP expression and release. In the present study, we measured the paw 
volume to confirm that the unilatéral injection of CFA in the right hind paw produced 
similar inflammation in PPTA /_ and wildtype littermates. As shown in Fig. 2, 72 h after 
CFA injection, the volume of the ipsilateral hind paw was significantly increased 
compared to the contracterai paw. Indeed, the mean volume of the ipsilateral paw was 
approximately two times the mean volume of the contracterai paw in wildtype 
littermates (1.57 ± 0.04% and 0.72 ± 0.02% for the ipsi- and contracterai paws, 
respectively) and in PPTA"/_ mice (1.57 ± 0.04% and 0.77 ± 0.02% for the ipsi- and 
contracterai paws, respectively; P < 0.0001, Fi(i = 637.4, two-way ANOVA followed by 
Bonferroni's post-hoc test). We also observed that CFA-induced inflammation was not 
significantly différent between genotypes (P = 0.4638, Fii = 0.5401, two-way ANOVA 
followed by Bonferroni's post-hoc test). Therefore, we confirmed that expression of SP is 
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Figure 2 Level of edema seventy-two hours after CFA injection in the right hind paw 
(ipsilateral) in PPTA+/+ and PPTA"/_ mice. The edema of the inflamed paw was measured 
by water displacement and is expressed as the percentage (%) of paw volume relative to 
total body weight of the animal. No différence was observed in the level of inflammation 
induced by CFA (72 h after injection) between PPTA+/+ and PPTA"'" mice. 
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Antihyperalgesic effect of deltorphin II in PPTA knockout and wildtype littermate 
mice 
As shown in Fig. 3A, injection of deltorphin II, a delta opioid receptor (DOPR) 
selective agonist, (0.25-2.5 |ig; intrathecal) induced a dose-dependent inhibition of 
thermal hyperalgesia in the ipsilateral hind paw of PPTA wildtype mice. Similar to a 
previous study, the maximum effect of deltorphin II was reached 15 min after the 
injection (Gendron et al., 2007b). The average baseline latency (i.e. before injection of 
CFA; -72 h) to paw withdrawal following a thermal stimulus was 9.70 ± 0.47 s. Seventy-
two hours after CFA injection (corresponding to time 0), the latency to paw withdrawal 
was significantly reduced to 2.92 ± 0.15 s for the ipsilateral, inflamed paw. Intrathecal 
injection of 1 fig and 2.5 fig of deltorphin II induced antihyperalgesia, which peaked 15 
minutes after the injection (reaching 9.84 ± 0.75 s and 12.02 ± 1.02 s) and returned to 
baseline after 45 to 60 min. Injecting 0.25 fig of deltorphin II produced no significant 
analgesia in these wildtype mice. At this dose, the paw withdrawal latency was 4.82 ± 0.7 
s, 15 min after the deltorphin injection. Intrathecal injection of saline (5 (iL) had no effect 
on the ipsilateral paw withdrawal latency. 
To investigate whether SP was necessary for inflammation-induced functional 
emergence of DOPRs, the same experiments were performed in PPTA"7" mice (Fig. 3B). 
As observed in PPTA+/+ mice, intrathecal injection of deltorphin II inhibited CFA-
induced thermal hyperalgesia. In PPTA_/" mice, deltorphin II injection (1 fig and 2.5 fig; 
intrathecal) produced an antihyperalgesic effect which peaked 15 min post-injection and 
returned to baseline 45 to 60 min later. Similar to the wildtype littermates, injecting 0.25 
fig of deltorphin II produced no significant analgesia. Intrathecal injection of saline (5 
fiL) had no effect on paw withdrawal latency. 
From the data presented in Fig. 3A and 3B we then calculated the %MPAHE of 
deltorphin II at 15 min post-injection (Fig. 3C). For both genotypes, the calculated 
%MPAHE for saline (%MPAHEsaiine = -3.01 ± 3.69% and 7.38 ± 4.52%; respectively for 
PPTA+/+ and PPTA"'") and 0.25 fig of deltorphin II (%MPAHE0.25Mg = 28.03 ± 10.28% for 
PPTA+/+, P > 0.05, F3>2I = 29.85 vs. %MPAHESaiine, and 17.39 ± 6.97% for PPTA"'"; P > 
0.05, F33 = 39.81 vs. %MPAHEsaiine, one-way ANOVA followed by Bonferroni's 
multiple comparison test) indicated that these doses of deltorphin II were not sufficient to 
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produce analgesia. However, at 1 \ig (%MPAHEI(IG = 102.11 ± 11.05% and 129.19 ± 
11.46%; for PPTA+/+ and PPTA7"; P < 0.001 vs. %MPAHESaiine, one-way ANOVA 
followed by Bonferroni's multiple comparison test) and 2.5 |ag (%MPAHE2.5^g = 134.13 
± 15.01% and 134.67 ± 14.06%; for PPTA+/+ and PPTA A; P < 0.001 vs. %MPAHESaiine, 
a one-way ANOVA followed by Bonferroni's multiple comparison test), intrathecal 
deltorphin II significantly relieved thermal hyperalgesia both in PPTA"/_ and wildtype 
littermate mice. Non-linear régressions were performed to evaluate the analgésie efficacy 
of deltorphin II in both genotypes. As illvistrated in Fig. 3C, the dose-response curves of 
deltorphin II in PPTA+/+ and PPTA"a mice are not significantly différent (P = 0.3596, 
F3,36 = 1.105 using an F-test). Indeed, we found that doses of 0.61 ± 0.17 |ig and 0.42 ± 
0.15 (ag of deltorphin II were required to reach 50% of the maximal analgesia in PPTA+/+ 
and PPTA"/_ mice, respectively (P - 0.4421, Fj^ = 0.6040 using an F-test). Absence of 
significant différences in dose-response curves and ED50 indicates that neither the 
efficacy not the potency of deltorphin II to alleviate CFA-induced hyperalgesia were 
affected by the absence of substance P. As shown in Fig. 3D, intrathecal injection of 
naltrindole, a selective DOPR antagonist, was found to significantly block the 
antihyperalgesic effect of deltorphin II both in PPTA+/+ and PPTA_/" mice (P < 0.0001, 
F3J = 92.46 using a two-way ANOVA followed by a Bonferroni's post-hoc test) 
indicating that the effect was DOPR-mediated. 
Finally, the mean baseline prior to CFA injection (-72 h) was found to be similar 
in PPT A7" and PPTA+/+ mice (P > 0.05, F3J = 36.83 using a two-way ANOVA followed 
by a Bonferroni post-hoc test; Fig. 3E). CFA-induced hyperalgesia, as determined by the 
paw withdrawal latencies 72 h after CFA injection (time 0), was also similar between 
genotypes (P > 0.05, F3J = 36.83 using a two-way ANOVA followed by a Bonferroni 
post-hoc test; Fig. 3E). There was also no différence between the latency to paw 
withdrawal of the contralateral paw before and after the CFA for both genotypes (P > 
0.05, F3,i = 36.83 using a two-way ANOVA followed by a Bonferroni post-hoc test). As 
shown in Fig. 3F, intrathecal deltorphin II had no analgésie effect in the contralateral hind 
paw of PPTA+/+ and PPTA_/" mice at the doses used in these experiments compared to i.t. 
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Figure 3 Antihyperalgesic effect of deltorphin II in PPTA+/+ and PPTA~a mice. (A) 
PPTA+/+ mice were injected with CFA in the plantar surface of the right hind paw. 
Seventy-two hours after CFA injection, the latency to paw withdrawal (in s) was 
measured every 15 min (firom 15 to 60 min) after intrathecal injection of saline (5 (J.L) or 
deltorphin II (0.25, 1, or 2.5 ng). Intrathecal injection of deltorphin II induced a dose-
dependent relief of thermal hyperalgesia (ipsilateral hind paw). The antihyperalgesic 
effect of deltorphin II peaked 15 min after the injection. The baseline latency to paw 
withdrawal before injection of CFA is shown at -72 h and the baseline withdrawal latency 
72 h after CFA (i.e. before injection of saline or deltorphin II) is shown at time 0. (B) 
PPTA"7" mice were treated as described in (A). A time- and dose-dependent relief of 
thermal hyperalgesia induced by deltorphin II was also observed in PPTA"'" mice. (C) 
Non-linear régressions were performed to evaluate the analgésie efficacy of deltorphin II 
(ED50). The ED50 value for PPTA+/+ mice was 0.61 ±0.17 |ig and 0.42 ± 0.15 ng for 
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PPTA7" mice. The similar ED50 values suggest that deltorphin II has comparable 
analgésie efficacy in both genotypes. (D) Naltrindole (NTI; 5 nmol) was injected 
intrathecally 15 min before the injection of 1 \xg i.t. deltorphin II (Delt). The latency to 
paw withdrawal was measured at 15 min after deltorphin II injection. In PPTA+/+ and 
PPTA7" mice, the pre-injection of naltrindole blocked the antihyperalgesic effect of 
deltorphin II (n=5 for both NTI 5 nmol + Delt lfig groups). (E) The baseline latencies to 
paw withdrawal were the same before and after CFA injection in both genotypes and 
CFA does not affect the contracterai paw. (F) No effect of deltorphin II was observed in 
the contralateral hind paw at the doses used in these experiments. *** P < 0.001 and ** P 
< 0.01 using a two-way ANOVA followed by a Bonferroni post-hoc test. The numbers in 
parentheses indicate the number of animais in each group. 
Antinociception induced by deltorphin II in PPTA+/+ and PPTA7" 
To test the possibility that SP plays a rôle in regulating DOPR fonctions in acute 
pain relief, we used the tail flick test (tail immersion test in a water bath at 52°C) to 
measure the antinociceptive effects of intrathecal deltorphin II. As shown in Fig. 4A and 
Fig. 4B, the absence of SP in PPTA7" mice did not modify the baseline latency to tail 
withdrawal (3.51 ± 0.11 s) compared to PPTA wildtype littermates (3.70 ± 0.12 s). In 
both genotypes, intrathecal deltorphin II produced comparable analgesia which peaked at 
10 min post-injection. Indeed, the latency to tail withdrawal reached 6.17 ± 0.36 s and 
6.29 ± 0.43 s at 2.5 ng and 7.26 ± 0.42 s and 7.39 ± 0.85 s at 5 \ig of intrathecal 
deltorphin II (for PPTA+/+ and PPTA7" mice, respectively). The latency to tail withdrawal 
returned to baseline 40 to 60 min after deltorphin II injection. Intrathecal injection of 
saline (5 ^L) produced no significant analgesia (the latencies to tail withdrawal for 
PPTA+/+ and PPTA7" were respectively 3.49 ± 0.35 s and 3.15±0.61sl0 min after saline 
injection). 
The %MPE values of intrathecal deltorphin II were calculated from the latencies 
to tail withdrawal obtained 10 min post-injection (Fig. 4C). Whereas intrathecal injection 
of saline produced no effect (-3.23 ± 5.56% and -5.48 ± 9.35% for PPTA+/+ and PPTA7", 
respectively), 2.5 ng and 5 ^g of deltorphin II produced significant antinociception both 
in wildtype (39.23 ± 5.66% and 56.48 ± 6.60%, respectively; P < 0.01 and P < 0.001, F2,i 
= 28.30, vs. %MPEsaiine, using a two-way ANOVA followed by a Bonferroni post-hoc 
test) and knockout mice (42.88 ± 6.66% and 59.83 ± 13.07%; P < 0.01 and P < 0.001, 
F2J = 28.30 vs. %MPEsaime, using a two-way ANOVA followed by a Bonferroni post-hoc 
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test). At any dose, the analgésie effect of deltorphin II was not significantly différent 
between genotypes (P = 0.8230, F2J = 0.0509 using a two-way ANOVA followed by a 
Bonferroni post-hoc test). 
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Figure 4 Antinociception induced by deltorphin II in PPTA"7" and PPTA+/+ mice. (A) Tail 
flick latencies (in s) to noxious heat (tail immersion in 52°C hot water) were recorded 
every 10 min (from 0 to 60 min) following intrathecal injection of saline (5 fiL) or 
deltorphin II (2.5 or 5 ng). Intrathecal deltorphin II produced significant antinociception 
at 10 and 20 min in PPTA+/+ mice. (B) PPTA"'" mice were treated as described in (A). 
Intrathecal deltorphin II also produced antinociception in PPTA7" mice. (C) The %MPE 
of intrathecal deltorphin II or saline at 10 min was calculated for each dose tested. 
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Intrathecal injection of deltorphin II (2.5 (j.g and 5 ng) induced similar analgesia in both 
genotypes. ** P < 0.01 and *** P < 0.001 when deltorphin II 2.5 jag and 5 ng are 
compared to saline measurements from the same genotype; two-way ANOVA followed 
by a Bonferroni post-hoc test). 
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Discussion: 
In the present study, we first confirmed that substance P (SP) deficient mice 
developed an équivalent level of edema and thermal hyperalgesia compared to wildtype 
animais following an injection of complété Freund's adjuvant (CFA) in the hind paw. 
Using the CFA model of inflammation, we demonstrated that the enhanced 
antihyperalgesic effects of intrathecal deltorphin II were maintained in SP-deficient mice. 
As opposed to results previously published by others (Guan et al., 2005), we observed 
that analgesia induced by deltorphin II in the water tail flick test was similar in wildtype 
and SP-deficient mice. Our observations therefore suggest that SP is not involved in the 
functional compétence of delta opioid receptors (DOPRs), at least in the CFA model of 
inflammation. 
The delta opioid receptor was shown to be mainly expressed at the intracellular 
level (Cheng et al., 1995, 1997; Zhang et al., 1998; Cahill et al., 2001a). Interestingly, it 
is generally well accepted that DOPRs are exported to the neuronal plasma membrane 
through a regulated mechanism of exocytosis (Cahill et al., 2007). In particular, we have 
shown that membrane expression of DOPRs in spinal cord and dorsal root ganglia (DRG) 
neurons was enhanced following stimulation of mu opioid receptors (MOPRs) (Cahill et 
al., 2001b; Morinville et al., 2003, 2004a; Gendron et al., 2006) and under inflammatory 
pain conditions (Cahill et al., 2003; Morinville et al., 2004b; Gendron et al., 2006). This 
effect was accompanied by an increased analgésie efficacy of DOPR selective agonists 
(Cahill et al., 2001b, 2003; Morinville et al, 2003; Gendron et al., 2007a, b). Others have 
also observed enhanced DOPR-mediated analgesia following chronic activation of 
MOPRs (Hack et al, 2005; Negus et al, 2010) and kappa opioid receptors (Khotib et al, 
2004), or under inflammatory (Stewart & Hammond, 1994; Fraser et al., 2000; Hurley & 
Hammond, 2000; Petrillo et al, 2003) and neuropathic pain conditions (Mika et al, 
2001; Petrillo et al, 2003; Holdridge & Cahill, 2007). Among the other putative 
mechanisms of DOPR trafïicking (Bie & Pan, 2007; Cahill et al., 2007; Zhang et al., 
2010), it was recently postulated that SP plays an essential rôle in controlling membrane 
targeting of DOPRs in DRG neurons (Guan et al, 2005). Indeed, it has been proposed 
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that the SP domain of protachykinin A, the precursor for substance P, physically interacts 
with DOPR in large dense core vesicles (LDCV). This interaction was hypothesized to 
promote plasma membrane insertion of DOPRs as the LDCV exocytose following neuron 
depolarization/activation. Interestingly, Guan and colleagues observed that the absence of 
SP not only altered membrane expression of DOPRs, but also the analgésie effects of 
DOPR agonists in the tail flick assay (Guan et al, 2005). 
Using SP-deficient mice (PPTA7*), this study investigated the rôle of this 
neuropeptide in mediating the trafficking of DOPRs under inflammatory pain conditions 
induced by an injection of complété Freund's adjuvant (CFA). In this model, we first 
confirmed that CFA-induced development of inflammation and thermal hyperalgesia was 
not altered in PPT A"7" mice. As previously shown by others (Cao et al., 1998), we 
observed hind paw edema three days after CFA injection which did not differ between 
PPTA"7" and wildtype littermate mice. Although peripheral release of SP usually 
contributes to inflammation (Helke et al., 1990; Woolf & Salter, 2000), CFA is 
recognized to produce a non-neurogenic type of inflammation (Hylden et al., 1992), 
meaning that this particular type of inflammation is independent from the activity of 
primary afferents. 
In DRG neurons, SP is mainly expressed in small diameter, unmyelinated 
nociceptive fibers (McCarthy & Lawson, 1989). In contrast, DOPRs are found in equal 
proportions in small, médium and large DRG neurons (Wang & Wessendorf, 2001). In 
our previous studies, we demonstrated that the activation of MOPRs by morphine 
increased the membrane density of DOPRs in ail subsets of DRG neurons (Gendron et 
al, 2006). Interestingly, we observed that inflammation induced by CFA specifically 
enhanced DOPR membrane insertion in small and médium DRG neurons, therefore 
suggesting that DOPR targeting involves spécifié neuronal activation (Gendron et al, 
2006). These observations, which further suggest that not ail DOPR-expressing neurons 
contain SP, led us to propose that SP is not involved in the régulation of DOPR 
trafficking and DOPR-mediated analgesia in the non-neurogenic CFA model of 
inflammation. To verify this hypothesis, PPT A7" and wildtype littermate mice were 
injected in the hind paw with CFA. Three days after CFA injection, the antihyperalgesic 
efïicacy of intrathecal deltorphin II, a DOPR selective agonist, was measured in both 
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genotypes using the thermal plantar test. Interestingly, ED50 for deltorphin II in PPTA"7" 
and wildtype littermates revealed similar antihyperalgesic efficacies of this DOPR 
agonist in both genotypes. Because deltorphin II-mediated supraspinal analgesia was 
shown to be present in DOPR-KO mice (Scherrer et al, 2004), one could argue that 
deltorphin II might induce antihyperalgesia via a direct activation of MOPRs. However, 
using low dose of naltrindole, a selective DOPR antagonist, we showed that the action of 
deltorphin II was mediated by DOPR in our experiments. This is in accordance with our 
previous study (Gendron et al., 2007b). 
It is obvious that both DOPR and SP need to be co-expressed in the same cells, 
ultimately in the same subcellular structures, to physically interact. However, co-
expression of SP and DOPR in same cells is a matter of controversy. Using in situ 
hybridization and immunohistochemical techniques, many groups have reported the 
presence of DOPRs in DRG neurons and nerve terminais containing SP (Dado et al., 
1993; Arvidsson et al., 1995; Minami et al., 1995; Zhang et al, 1998; Guan et al., 2005; 
Riedl et al, 2009). Another group has also shown that spinal DOPRs mediate inhibition 
of primary afferent-evoked SP release (Kondo et al., 2005), further supporting the 
hypothesis that DOPR is expressed by SP-containing C-fibers. In contrast, Scherrer and 
colleagues recently reported that SP rarely colocalizes with DOPR (~2% of DOPR 
positive cells express SP) in enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP)-DOPR knockin 
mice (Scherrer et al., 2009). This observation supports a previous report that showed a 
very low level of overlap between SP immunostaining and DOPR mRNA in rodent 
DRGs (Mennicken et al, 2003). However, it was shown that eGFP tags might affect the 
expression pattern and the cellular localization of DOPRs (Wang et al., 2008) as it affects 
these properties for other G protein-coupled receptors (McLean & Milligan, 2000; 
Madziva & Edwardson, 2001; McDonald et al, 2007). In that regard, although Scherrer 
(2009) and Mennicken (2003) agree that SP and DOPR rarely colocalizes in rodent DRG 
neurons, they observed opposing results when they examined isolectin B4 and DOPR 
double labeling. In our experiments, at the electronic microscopy level we have rarely 
observed immunogold labeling of DOPR in association with LDCV (Cahill et al, 2001a; 
Gendron et al., 2006). However, DOPR-like immunoreactivity was observed in LDCV-
containing DRG neurons (Gendron et al, 2006) and in spinal cord nerve terminais (Cahill 
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et al., 2001a). Admittedly, we never investigated whether or not these LDCV were filled 
with SP. On the other hand, we have previously shown that a subpopulation of small 
DRG neurons was upregulating cell surface DOPRs following hind paw capsaicin 
injection in rats (Gendron et al., 2006). Similarly, other investigators have shown that 
capsaicin treatment was sufficient to increase the cell surface expression of DOPRs in 
ganglia neurons (Bao et al, 2003). Because capsaicin specifically binds and activâtes 
transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1), which is located in small DRG neurons 
under normal conditions (Caterina et al., 1997; Michael & Priestley, 1999; Amaya et al., 
2003), these observations strongly suggest that at least a discrète population of neurons 
co-express DOPR and SP. 
In a previous study, we revealed the existence of a dichotomy between the 
antihyperalgesic and antinociceptive effects of DOPR agonists (Gendron et al., 2007a; 
Beaudry et al., 2009). In particular, we observed that the antinociceptive effects of 
intrathecal deltorphin II (as measured with the tail flick assay) rapidly decreased after 
repeated injections while its antihyperalgesic effects remained stable (Beaudry et al., 
2009). To further characterize the discrepancy between the antihyperalgesic and 
antinociceptive effects of DOPR agonists and DOPR trafficking in a diverse population 
of neurons, we measured the antinociception induced by deltorphin II in PPTA_/" and 
wildtype littermate mice in the 52°C water tail flick assay. First, we observed that both 
genotypes had similar baseline latency to tail withdrawal in this assay. Although this 
effect was also seen by others (Cao et al., 1998; Zimmer et al., 1998; Guan et al, 2005), 
since SP-positive neurons are activated at 52°C (Abbadie et al, 1997; King et al, 2005) 
one would have expected différent baseline tail flick withdrawal latencies between 
PPTA+/+ and PPTA"A mice. However, thermal stimuli are less effective than mechanical 
stimuli to produce SP release (Abbadie et al., 1997). Although we used similar 
experimental conditions to those used by Guan and colleagues (2005), surprisingly our 
results failed to demonstrate any réduction in the antinociceptive efïicacy of intrathecal 
deltorphin II in the hot water tail immersion test in PPTA"/_ mice. This discrepancy could 
possibly be explained by the fact that Guan and colleagues used a différent strain of 
PPTA"'" mice. We have used the PPTAV" mice that were previously described by Cao and 
colleagues (1998) with the exception that our mice have been backcrossed at least 10 
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times with C57BL/6 mice. In contrast, Guan and colleagues used mice described by 
Zimmer and colleagues (1998). Although both strains do not express SP, they were 
generated on a différent genetic background. Whether this différence contributes to the 
observed discrepancy between our results and the one published by Guan and colleagues 
(2005) is not known. For instance, the two strains of mice are différent because the mice 
used by Guan and colleagues have decreased sensitivity to formalin but have unchanged 
reactions to abdominal acetic acid (Zimmer et al., 1998). In contrast, the other strain of 
mice had decreased sensitivity to abdominal acetic acid but unchanged pain behavior 
following formalin injection (Cao et al., 1998). Regardless of these discrepancies, the 
absence of SP is common to both strains of mice. Therefore, our observations strongly 
suggest that SP is not essential for DOPR to be functionally competent and, by extension, 
that the trafficking and membrane insertion of DOPRs is not affected by the absence of 
SP. 
Conclusion: 
Despite the possibility that DOPR and SP co-exist in the same neurons, a putative 
interaction between these two molecules is not responsible for promoting DOPR 
functional compétence in the CFA model of inflammation. In fact, an absence of SP in 
PPT A"7" mice failed to translate into a loss of antihyperalgesic effects of intrathecal 
deltorphin II. In contrast, we have previously shown that expression of MOPR is 
necessary for CFA to increase the efficacy of DOPR selective agonists (Gendron et al., 
2007b). Altogether, these observations revealed that an interaction of DOPR with MOPR 
is more important than an interaction with SP to promote DOPR insertion into the plasma 
membrane and to enhance the functional compétence of the receptors. Further studies are 
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4 Matériel et méthodes (hors article) 
4.1 Génération de la colonie de souris PPT A 
Tel que décrit précédemment (Dubois et Gendron, 2010), les expériences ont été 
réalisées chez des souris mâles adultes. Des souris invalidées pour le gène de la 
préprotachykinine A (PPTA"/_) et des souris sauvages (PPTA+/+) de même ascendance ont 
été générées à partir de souris hétérozygotes PPTA+/\ Le génotype de ces souris a été 
identifié en utilisant l'ADN extrait d'échantillons de leur queue. Brièvement, environ 0.5 
cm de la queue de souris âgées de deux semaines a été coupé et digéré dans des tubes 
SST (BD, Franklin Lakes, NJ, USA) avec 1 mg/mL de protéinase K (Roche Applied 
Science, Mannheim, Allemagne) dans un tampon de lyse (0.3 M NaCl, 0.5% SDS, 0.01 
M Tris-HCl pH8.0,2 mM EDTA dans H2O) à 56°C pendant 4 à 5 heures. Par la suite une 
solution de phénol :chloroforme :alcool isoamylique (25 :24 :1) (Bioshop, Burlington, 
Ontario, Canada) a été ajoutée et les tubes centrifugés à 2000G pendant 15 minutes à 
4°C. Une seconde centrifugation de 10 minutes à 4°C a été effectuée, précédée de l'ajout 
de chloroforme : alcool isoamylique (24 :1). L'extrait obtenu a par la suite été transféré 
dans un tube contenant 3 M d'acétate de sodium, pH 5.2 et de l'éthanol 100%. Les tubes 
ont ensuite été centrifugés 15 minutes à 13 000 RPM à 4°C, puis le culot d'ADN obtenu a 
été lavé avec de l'éthanol 70% en centrifugeant à nouveau les tubes à 13 000 RPM 
pendant 10 minutes à 4°C. Le culot d'ADN a par la suite été dilué dans une solution de 
10 (xg/mL de RNAse et d'H^O et dosé à l'aide du NanoDrop 1000 Spectophotometer 
(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, USA). Ensuite, l'ADN a été amplifié 
par PCR à l'aide d'amorces permettant l'amplification d'un amplicon couvrant une partie 
supprimée du gène PPTA chez les souris PPTA"/_ (Amorce sens : 
GCTCATCAGTATGTGACATAGAAA, Amorce anti-sens : 
AGAATTTAAAGCTCTTTTGCC; Invitrogen, Carlsbad, Californie, USA). L'es 
échantillons ont finalement été visualisés sur gel d'agarose 2.5% (Figure 16). 
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Figure 16 Exemple de gel d'agarose 2.5% de produits de réaction PCR de souris 
PPTA"'" et PPTA+/+. Chaque colonne représente un échantillon provenant d'un souris 
différente. En réalisant une réaction de PCR avec les amorces ciblant le gène PPTA, on 
obtient 2 bandes sur le gel d'agarose, une bande à 180 bp (représentant le gène PPTA 
intact) et une bande à 130 bp (représentant le gène PPTA tronqué). En fonction des 
différentes bandes obtenues, le génotype des souris peut être identifié (une bande à 180 
bp : +/+ (homozygote positif pour PPTA); une bande à 130 bp : -/- (homozygote négatif 
pour PPTA); une bande à 130 bp et une bande à 180 bp : +/- (hétérozygote pour PPTA). 
(bp : paires de bases). 
4.2 Microscopie électronique 
Des études de microscopie électronique ont été conduites chez des souris PPTA"7" 
et PPTA+/+ pour étudier l'impact de l'adjuvant complet de Freund (CFA) sur la 
localisation membranaire du récepteur opioïdergique delta (DOPR) dans les neurones de 
la moelle épinière. Les souris ont été anesthésiées avec 5% d'isoflurane et perfusées avec 
15 mL d'héparine (6 U/mL d'héparine dans saline 0.9% froide), suivi de 30 mL d'un 
mélange de 3.75% acroléine (Electron Microscopy Sciences (EMS), Hatfield, 
Pennsylvanie, USA) et 2% PFA dans 0.2 M PB, pH 7.4 froid, et finalement avec 30 mL 
de 2% PFA froid dans le même tampon. Les moelles épinières ont été retirées par 
laminectomie, post-fixées dans 2% PFA pour 30 minutes à 4°C, puis placées dans une 
solution de 0.1 M PB à 4°C pendant 1 heure. La section lombaire L4-L6 des moelles 
épinières a été isolée et des coupes transversales (50 fim d'épaisseur) ont été obtenues à 
l'aide du Vibratome 3000 (Vibratome, St. Louis, Missouri, USA). Les coupes ont été 
incubées pour 30 minutes dans 1% sodium borohydride, puis rincées vigoureusement 
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avec 0.1 M PB. Elles ont par la suite été incubées pour 30 minutes avec une solution 
cryoprotectrice constituée de 25% sucrose et 3% glycérol dans du tampon PB avant d'être 
rapidement gelées avec de l'isopentane (-50°C), puis de l'azote liquide. Les coupes ont 
par la suite été rapidement dégelées dans 0.1 M PB, rincées avec du 0.1 M TBS et incubé 
1 heure dans une solution de blocage constituée de 3% NGS à température pièce. Après 
de brefs lavages, les coupes ont été incubées 48 heures à 4°C avec un anticorps anti-
DOPR lapin (1:2000, lot # LV1480422; Millipore, Billerica, Massachusetts, USA) dans 
0.1 M TBS contenant 0.5% NGS. Après lavage, les coupes ont été pré-incubées 10 
minutes dans une solution de 0.01 M PBS contenant 0.1% gélatine et 0.8% BSA, puis 
incubées 2 heures avec un anticorps secondaire anti-lapin IgG couplé à l'or (1:250; 
Nanogold anti-rabbit-Fab' (NRF) lot #15C739; Nanoprobes, Inc., Yaphank, New York, 
USA)) dilué dans une solution de 0.01 M PBS, 0.1% gélatine et 0.8% BSA. Les coupes 
ont ensuite été fixées 10 minutes avec du 2% glutaraldéhyde dans 0.01 M PBS et rincées 
avec un tampon 0.2 M citrate, pH 7.4. Les particules d'or ont été amplifiées par l'argent 
pendant 1 h 15 minutes en utilisant le kit d'amplification Aurion R-Gent Se-EM (lot # 
90204/1; EMS, Hatfield, Pennsylvanie, USA). Les coupes ont par la suite été post-fixées 
en les incubant 40 minutes à température pièce dans 2% tétroxyde d'osmium dilué dans 
0.2 M PB, lavées et déshydratées avec des concentrations croissantes d'éthanol. Puis, 
elles ont été pré-incubées avec de l'Epon 812 (EMS, Hatfield, Pennsylvanie, USA) et du 
propylène oxyde (EMS, Hatfield, Pennsylvanie, USA), incorporées dans une résine 
d'Epon 812 et placées entre des lamelles de plastique avant d'être cuites à 60°C pour 24 
heures. De très mince sections (80 nm) ont été récupérées afin d'être examinées à l'aide 
d'un microscope électronique à transmission Hitachi H7500 (Hitachi,, Mississauga, 
Ontario, Canada). 
5 Résultats (hors article) 
5.1 Localisation de DOPR par microscopie électronique 
Dans un modèle de douleur inflammatoire induite par l'adjuvant complet de 
Freund (CFA), on observe une augmentation de récepteur opioïdergique delta (DOPR) 
localisé au niveau membranaire en comparaison avec des animaux sains (Cahill et al., 
2003, Morinville et al., 2004b). Nous avons donc voulu vérifier si l'absence de substance 
P chez les souris PPTA'/_ influençait l'augmentation de récepteurs membranaires 
observée chez des souris préalablement injectées avec le CFA en utilisant la microscopie 
électronique (Figure 17). Les moelles épinières de souris PPTA";" et PPTA+/+ injectées ou 
non avec le CFA ont été incubées avec un anticorps sélectif contre DOPR et traitées pour 
être visualisées par microscopie électronique. De façon qualitative, la localisation des 
DOPR semble majoritairement intracellulaire en absence de traitement au CFA. 
Cependant, la sélectivité des anticorps ciblant DOPR a été récemment remise en question 
(Figure 7) (Scherrer et al., 2009). Pour éviter toute controverse quant à la sélectivité des 
anticorps utilisés, nous n'avons pas poursuivi avec la quantification des images obtenues 
et avons mis fin à cet aspect de l'étude. Dans notre modèle de douleur inflammatoire 
induite par le CFA, on ne peut donc confirmer que le maintien des propriétés 
analgésiques des agonistes DOPR observés chez les souris PPTA"7" est corrélé avec une 




Figure 17 Localisation de DOPR dans les laminae superficielles de la corne dorsale 
de moelle épinièrè par inicroscopie électronique. (A) Voici un exemple de résultat 
obtenu lors des essais de microscopie électronique chez une souris PPTA+/+ saine. Peu de 
particules couplées à des grains d'or sont localisées au niveau membranaire dans les 
dendrites (flèches), la majorité des récepteurs delta semble localisé de façon 
intracellulaire. (B) Des résultats semblables ont été observés dans les moelles de souris 
PPTA"7". D'autres anticorps primaires anti-DOPR ont aussi été utilisés lors d'essais 
suivants (anticorps de lapin anti-rat anti-DOPR F8701 (1 :500) et F8702H :500)) et des 
résultats similaires ont été obtenus chez les souris PPTA"7" et PPTA . Les images 
obtenues n'ont pas été quantifiées. 
6. Discussion 
6.1 Retour sur l'article 
Dans cette étude, nous avons premièrement confirmé que les souris déficientes en 
substance P développaient des niveaux d'œdème et d'hyperalgésie thermique semblables 
à ceux obtenus avec des souris de type sauvage, suite à l'injection de l'adjuvant complet 
de Freund (CFA) dans la patte arrière. En utilisant un modèle de douleur inflammatoire 
induite par le CFA, nous avons démontré que l'augmentation des effets anti-
hyperalgésiques observée suite à l'administration intrathécale de deltorphine II, un 
agoniste sélectif du récepteur opioïdergique delta (DOPR), est maintenue chez des souris 
déficientes en substance P. Des études de microscopie électronique n'ont pu confirmer si 
cette augmentation des propriétés analgésiques de la deltorphine II était corrélée avec une 
augmentation de la densité membranaire de DOPR ou non chez les souris déficientes en 
substance P. Aussi, en contradiction avec des résultats précédemment publiés (Guan et 
al., 2005), nous avons observé que l'analgésie induite par la deltorphine II intrathécale est 
similaire chez les souris déficientes en substance P et sauvages. Nos observations 
suggèrent donc que la substance P ne serait pas impliquée dans la régulation de DOPR, 
du moins dans un modèle de douleur inflammatoire induite par le CFA. 
6.2 Régulation du récepteur opioïdergique delta par la substance P 
Au niveau cellulaire, on retrouve majoritairement DOPR au niveau intracellulaire 
(Cheng et al., 1995, 1997, Elde et al., 1995, Ji et al., 1995, Zhang et al., 1998, Cahill et 
al., 2001a). Cette localisation inhabituelle pour un récepteur couplé aux protéines G 
(RCPG) pourrait expliquer la faible efficacité analgésique des agonistes agissant sur 
DOPR. Il est cependant possible d'augmenter l'efficacité analgésique de ces agonistes 
ainsi que la densité membranaire de DOPR de différentes façons (Cahill et al., 2007). 
Une hypothèse grandement répandue est celle d'une présence de DOPR au niveau 
intracellulaire, puis de son trafic vers la membrane plasmique neuronale suite à 
l'exocytose de vésicules intracellulaires. Une augmentation de la densité membranaire de 
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DOPR a entre autre été montrée suite à une stimulation du récepteur opioïdergique mu 
(MOPR) (Cahill et al., 2001b, Morinville et al., 2003, 2004a, Hack et al., 2005, Gendron 
et al., 2006) et dans des modèles de douleur inflammatoire (Cahill et al., 2003, Morinville 
et al., 2004b, Gendron et al., 2006). Cette augmentation de la densité membranaire de 
DOPR est corrélée avec une augmentation des propriétés analgésiques des agonistes 
sélectifs DOPR (Stewart et Hammond, 1994, Fraser et al., 2000, Hurley et Hammond, 
2000, Petrillo et al., 2003, Hack et al., 2005). Parmi les mécanismes potentiels de 
régulation de DOPR (Bie et Pan, 2007, Cahill et al., 2007, Zhang et al., 2010), un rôle 
pour la substance P a entre autres été proposé (Guan et al., 2005, Julius et Basbaum, 
2005, Wang et al., 2010a). En effet, la substance P jouerait un rôle essentiel dans le trafic 
de DOPR au niveau des neurones des ganglions rachidiens (DRG) de petit diamètre. Il a 
été proposé que le domaine de la substance P de la préprotachykinine A (PPTA), 
précurseur de la substance P, interagisse avec DOPR, contrôlant ainsi son insertion dans 
les vésicules à corps dense (LDCV). En réponse à certains stimuli, ces vésicules sont 
transportées à la membrane plasmique et libèrent leur contenu en neurotransmetteurs par 
exocytose (Seward et al., 1995, de Wit, 2010). Les récepteurs delta présents dans ces 
vésicules seraient alors insérés à la membrane plasmique. Chez des souris déficientes en 
substance P, le trafic membranaire normal de DOPR est bloqué, entraînant une perte des 
effets anti-nociceptifs des agonistes DOPR chez ces souris (Guan et al., 2005). 
6.3 Rôle de la substance P dans l'inflammation induite par le CFA 
Le rôle de la substance P dans la régulation de DOPR n'a cependant pas été étudié 
dans des modèles de douleur. En utilisant des souris déficientes en substance P (PPTA"7"), 
notre étude a évalué le rôle de ce neuropeptide dans la régulation de DOPR dans un 
modèle de douleur inflammatoire induite par le CFA. Dans notre étude, nous avons tout 
d'abord confirmé que l'inflammation développée chez ces souris n'était pas affectée par 
l'absence de substance P. Comme préalablement montré par une autre équipe de 
recherche (Cao et al., 1998), nous n'observons aucune différence entre les souris dans les 
niveaux d'œdème produits trois jours après l'injection de CFA dans la patte arrière de 
l'animal. Étant donné le rôle connu de la substance P dans l'inflammation périphérique 
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(Helke et al., 1990, Woolf et Salter, 2000), on aurait pu s'attendre à une diminution de 
l'inflammation chez les souris PPTA"'". Cependant, le CFA produit une inflammation de 
type non-neurogénique, c'est-à-dire indépendante de l'activité des fibres afférentes 
primaires (Hylden et al., 1992). Le développement de cette inflammation serait donc 
indépendant des fibres exprimant la substance P. Par contre, d'autres études ont montrées 
une augmentation de la relâche de substance P dans la moelle épinière trois jours après 
une injection de CFA dans la patte (Honor et al., 1999, Willcockson et al., 2010). Les 
niveaux d'ARNm du gène PPTA semblent aussi augmentés suite à une injection de CFA 
(Donaldson et al., 1992, Bulling et al., 2001). Néanmoins, le CFA est composé de 
membranes de bactéries Mycobacterium butyricum inactivées suspendues dans une 
émulsion d'huile et d'eau. Les bactéries contenues dans le CFA vont activer le système 
immunitaire, permettre le recrutement de macrophages et ainsi provoquer une réaction 
inflammatoire (Holmdahl et al., 2001, Brunner et al., 2010). Le CFA n'a donc pas une 
action directe sur les afférences primaires. Il va sans dire que le développement d'une 
condition inflammatoire pathologique peut ultimement modifier les niveaux de 
neurotransmetteurs présents dans les afférences primaires (Donaldson et al., 1992, 
Bulling et al., 2001). Les niveaux d'oedème produits par le CFA sont donc indépendants 
des fibres exprimant la substance P, expliquant l'absence de différence entre les souris 
PPTA7" et sauvages dans nos résultats. 
6A Co-expression du récepteur opioïdergique delta et de la substance P 
Dans les neurones de DRG, la substance P est majoritairement exprimée par des 
fibres non-myélinisées et de petit diamètre, les fibres C de type peptidergique. On 
retrouve peu ou pas de substance P dans les fibres A8 et Ap (McCarthy et Lawson, 1989). 
D'un autre côté, DOPR est aussi exprimé par les fibres C et retrouvé dans les neurones de 
DRG Aô et A(3 (Dado et al., 1993, Mansour et al., 1994, Ji et al., 1995, Zhang et al., 
1998, Wang et Wessendorf, 2001). Il est possible d'augmenter les niveaux membranaires 
de DOPR dans ces neurones avec certains stimuli. En effet, une activation de MOPR 
permet une augmentation des niveaux membranaires de DOPR dans les neurones de 
DRG de tous les diamètres (Gendron et al., 2006). Un modèle de douleur inflammatoire 
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induite par le CFA permet quant à lui une augmentation des niveaux membranaires de 
DOPR de façon sélective dans les neurones de DRG de petit et moyen diamètre (Gendron 
et al., 2006). Ces observations suggèrent donc que différents stimuli permettant 
d'augmenter la densité membranaire de DOPR vont le faire dans des populations de 
neurones différents. Cela suggère aussi que l'inflammation par le CFA et le traitement à 
la morphine influencent le trafic de DOPR dans certains types de neurones n'exprimant 
pas la substance P. L'hypothèse de notre projet de recherche était donc que dans un 
modèle de douleur inflammatoire induite par le CFA, la substance P ne serait pas 
impliquée dans la régulation de DOPR. Pour vérifier cette hypothèse, des souris PPTA"/_ 
ainsi que des souris de types sauvages ont été injectées avec du CFA dans la patte arrière. 
Trois jours suivant cette injection, les effets antihyperalgésiques de la deltorphine II ont 
été évalués en réponse à une douleur thermique à l'aide du test plantaire. Les valeurs de 
ED50 de la deltorphine II indiquent des efficacités antihyperalgésiques similaires chez les 
souris PPTA"a et sauvages. Dans un modèle de douleur inflammatoire induite par le CFA, 
l'absence de substance P ne semble donc pas influencer l'efficacité analgésique d'un 
agoniste sélectif DOPR. 
L'efficacité analgésique d'un agoniste DOPR étant maintenue totalement dans 
notre modèle, l'interaction proposée entre la substance P et DOPR (Guan et al., 2005) ne 
serait donc pas valable dans un modèle de douleur inflammatoire induite par le CFA. 
Logiquement, pour qu'une interaction entre DOPR et la substance P puissent être 
possible, ils doivent être co-exprimés dans les mêmes neurones, et ultimement dans les 
mêmes structures cellulaires. Cependant, la co-expression de DOPR et de la substance P 
dans les mêmes neurones est un sujet controversé. En effet, des agonistes DOPR 
permettent d'inhiber la relâche de substance P par les fibres afférentes, supportant une 
localisation de ces récepteurs sur les fibres C exprimant la substance P (Mauborgne et al., 
1987, Kondo et al., 2005). De plus, plusieurs études ont montrées la présence de DOPR 
dans des populations de neurones exprimant la substance P (Dado et al., 1993, Arvidsson 
et al., 1995, Minami et al., 1995, Zhang et al., 1998, Guan et al., 2005, Riedl et al., 2009, 
Wang et al., 2010a). La présence de DOPR en périphérie sur des nocicepteurs 
peptidergiques (qui expriment la substance P) a aussi été démontrée (Joseph et Levine, 
2010). Cependant, une étude a récemment montrée que la substance P et DOPR ne 
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seraient que rarement localisés dans les mêmes neurones (Scherrer et al., 2009). En effet, 
cette étude propose que DOPR soit majoritairement exprimé par les neurones non-
peptidergiques ainsi que les neurones de larges diamètres, tout en étant absent des 
neurones peptidergiques. Ces résultats ont été obtenus à l'aide de souris knock-in pour le 
récepteur DOPR couplé à la protéine fluorescente GFP (souris DOReGFP) (Scherrer et 
al., 2006). Les résultats obtenus avec ces souris supportent ceux obtenus dans une étude 
précédente ne montrant qu'un faible chevauchement entre l'ARNm de DOPR et le 
marquage immunohistochimique de la substance P (Mennicken et al., 2003). Par contre 
ils vont à rencontre de ceux obtenus avec des anticorps ciblant le récepteur DOPR, 
remettant ainsi en doute la spécificité des anticorps commercialement disponibles 
(Scherrer et al., 2009) (Figure 7). Cependant, l'ajout d'un tag GFP à une protéine peut 
influencer son trafic intracellulaire, sa localisation et sa fonctionnalité, comme c'est le cas 
avec les récepteurs muscanirique M4 (Madziva et Edwardson, 2001), cannabinoïde CB1 
(McDonald et al., 2007) et p-adrénergiques (McLean et Milligan, 2000). L'ajout d'un tag 
GFP modifie aussi la localisation cellulaire de DOPR lorsqu'étudié in vitro (Wang et al., 
2008, Wang et al., 2010a). La grande taille de la protéine fluorescente GFP (238 acides 
aminés) (Kallal et Benovic, 2000) pourrait expliquer les modifications de fonctions et 
localisations engendrées par son ajout à un RCPG (McLean et Milligan, 2000, Wang et 
al., 2008). La génération de souris dont DOPR a été fusionné avec un tag de plus petite 
taille, comme myc, hémagglutinine (HA) ou FLAG (Einhauer et Jungbauer, 2001, Terpe, 
2003), pourrait être envisagée pour l'étude du récepteur. En effet, in vitro, la 
fonctionnalité et le trafic de DOPR sont peu ou pas influencés par l'ajout de tag moins 
encombrants (Wang et al., 2008). L'utilisation de DOPR couplé à la protéine GFP ou à 
un autre tag sont des outils très intéressants pour mieux comprendre le fonctionnement du 
récepteur. Cependant, il reste essentiel d'utiliser des outils permettant d'étudier la 
localisation, la fonctionnalité et le trafic des récepteurs retrouvés de façon endogène. 
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6.S Techniques alternatives pour localiser le récepteur opioïdergique delta 
6.5.1 Ligand fluorescent co-Bodipy red-[D-Ala2]-deltorphin I 
Dans notre étude, nous avons tenté de localiser DOPR au niveau cellulaire suite 
au traitement avec le CFA chez les souris PPTA"7' et sauvages. En utilisant la microscopie 
électronique, des coupes de moelles épinières ont été marquées avec un anticorps dirigé 
contre DOPR. Malheureusement, suite aux résultats obtenus par Scherrer et al, la validité 
de ces anticorps est quelque peu contestée. Nous avons donc laissé de côté cet aspect de 
l'étude pour éviter toute controverse avec nos résultats. Cependant, d'autres techniques 
pourraient être utilisées pour localiser DOPR au niveau cellulaire. En effet, l'utilisation 
de la deltorphine fluorescente (ea-Bodipy red-[D-Ala2]-deltoprhin I) permet de donner un 
indice sur la densité membranaire du récepteur (Cahill et al., 2001b, Gendron et al., 2006) 
(Figure 9). Cette technique a été mise au point chez le rat et pourrait, éventuellement, être 
appliquée à la souris. De cette façon, l'injection de ligand fluorescent permettrait 
d'évaluer la densité membranaire de DOPR, en fonction des niveaux de fluorescence 
intracellulaire. Dans notre modèle, la densité membranaire de DOPR pourrait être étudiée 
avant et après un traitement au CFA chez des souris PPTA"a et sauvages. De cette façon, 
l'effet d'une absence de substance P sur le trafic membranaire de DOPR pourrait être 
évalué. 
6.5.2 Marqueurs d'affinité pour le récepteur opioïdergique delta 
Des marqueurs d'affinité ont aussi été développés pour DOPR. Les marqueurs 
d'affinité sont en fait des ligands (agonistes ou antagonistes) capables de créer des 
interactions covalentes avec un récepteur (Borsodi et Toth, 1995, Portoghese et al., 2001). 
Ces ligands sont aussi couplés à une sonde radioactive, fluorescente, photosensible ou 
protéique permettant sa localisation. Le récepteur auquel le marqueur d'affinité se lie 
pourra alors être reconnu et localisé. Parmi les marqueurs d'affinité développés pour 
DOPR, on retrouve entre autre l'azido-DTLET, un agoniste DOPR couplé à une sonde 
photosensible permettant la localisation du ligand suite à sa liaison avec un récepteur 
dans des tissus (Pasquini et al., 1992). Récemment, un antagoniste pour DOPR, le TIPP, a 
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été modifié de façon à ce qu'il puisse créer des liaisons covalentes avec DOPR (Aldrich 
et al., 2009). De plus, ce ligand est couplé à une biotine, permettant ainsi sa localisation à 
l'aide d'essais immunohistochimiques. Cet outil pourrait être utilisé pour étudier DOPR 
sans avoir recours à l'utilisation d'anticorps. Le récepteur delta pourrait alors être localisé 
dans différentes populations de neurones et sa co-localisation possible avec la substance 
P dans ces neurones pourrait être étudiée avec des anticorps dirigés contre la substance P. 
6.5.3 Destruction sélective de fibres afférentes 
Toujours dans le but de déterminer la localisation de DOPR et sa possible co-
localisation avec la substance P, l'évaluation de l'efficacité analgésique des agonistes 
DOPR suite à la destruction sélective de fibres C pourrait être réalisée. En effet, il est 
possible de détruire les fibres C non-peptidergiques en utilisant l'isolectine B4 (IB4)-
saporine. L'IB4 reconnaît sélectivement les neurones non-peptidergiques (Bennett et al., 
1998), tandis que la saporine est une toxine qui, une fois internalisée par les cellules, 
interfère avec leur synthèse protéique et les détruits (Mantyh et al., 1997). En couplant, 
l'IB4 avec la saporine, les neurones non-peptidergiques peuvent alors être détruits 
(Vulchanova et al., 2001, Joseph et Levine, 2010). Selon différentes études la destruction 
des neurones exprimant IB4 ne semble pas modifier les seuils de douleur thermique 
(Cavanaugh et al., 2009). Il serait donc intéressant d'évaluer les effets analgésiques des 
agonistes DOPR chez des souris traitées ou non avec l'IB4-saporine. Une modification 
des effets analgésiques donnerait un indice sur la présence de DOPR sur ces neurones, ce 
qui a déjà été observé (Chen et Pan, 2008, Scherrer et al., 2009, Joseph et Levine, 2010, 
Wang et al., 2010a). Cependant, les effets analgésiques des agonistes DOPR peuvent 
aussi être observés au niveau post-synaptique en raison de la localisation de DOPR dans 
les neurones de la moelle épinière (Besse et al., 1990, Stevens et al., 1991, Dado et al., 
1993, Mansour et al., 1994, Arvidsson et al., 1995, Elde et al., 1995, Ji et al., 1995, Zhang 
et al., 1998, Cahill et al., 2001a, Wang et Wessendorf, 2001, Mennicken et al., 2003, 
Pradhan et Clarke, 2005). Cette technique ne permettrait donc pas de confirmer la 
présence de DOPR sur les fibres peptidergiques (fibres exprimant la substance P), mais 
donnerait des indices sur sa localisation sur les fibres non-peptidergiques. 
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D'un autre côté, évaluer les effets analgésiques des agonistes DOPR suite à la 
destruction des fibres afférentes de type peptidergiques pourrait donner plus 
d'information quant à la co-expression de DOPR et de la substance P dans ces fibres. À 
ce jour, il n'existe pas de marqueurs des fibres peptidergiques couplés à la saporine, 
comme par exemple le NGF-saporine. Cet outil pourrait être intéressant pour détruire les 
fibres afférentes exprimant le récepteur TrkA. Par contre la substance P-saporine (SP-
SAP) est disponible, détruisant les neurones exprimant le récepteur NK1 (Mantyh et al., 
1997). Il existe des récepteurs NK1 présents sur les neurones de DRG (pré-synaptiques) 
(von Banchet et Schaible, 1999) et sur les neurones de la moelle épinière (post-
synaptique) (Todd, 2002). Une injection de SP-SAP au niveau de la moelle épinière 
éliminerait donc les neurones présents dans les laminae superficielles et sur les afférences 
primaires. La destruction sélective des fibres afférentes exprimant la substance P pourrait 
cependant être envisagée en injectant la SP-SAP en périphérie. En effet, il a été montré 
qu'une injection d'IB4-saporine dans le nerf sciatique permettait la destruction sélective 
des fibres non-peptidergiques (Vulchanova et al., 2001). L'EB4 est internalisée au niveau 
des axones et subit un transport rétrograde jusqu'au corps cellulaires pour détruire la 
machinerie protéique et le neurone (Vulchanova et al., 2001). Une injection de SP-SAP 
en périphérie comme décrite pour l'IB4-saporine pourrait aussi permettre à la substance P 
de lier son récepteur sur les fibres afférentes et de détruire ces neurones. Cet essai 
permettrait ainsi de détruire sélectivement les fibres afférentes exprimant le récepteur 
NK1, principalement des fibres peptidergiques exprimant ainsi la substance P (von 
Banchet et Schaible, 1999). Les effets analgésiques des agonistes DOPR pourraient être 
évalués en absence et en présence de SP-SAP pour déterminer la contribution de ces 
fibres dans l'analgésie induite par des agonistes DOPR. Les effets analgésiques DOPR 
observés en absence de fibres afférentes exprimant la substance P nous renseigneraient 
sur la possible co-localisation de DOPR avec la substance P. 
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6.6 Régulation du récepteur opioïdergique delta 
Les résultats présentés dans cette étude ne peuvent confirmer ou non la co-
expression de la substance P et.de DOPR dans les mêmes neurones. Cependant, l'absence 
de différences dans les effets analgésiques des souris PPTA"7" dans un modèle de douleur 
inflammatoire nous suggère que l'interaction proposée entre DOPR et la substance P est 
absente dans notre modèle. Par contre, cette absence d'interaction entre le récepteur et le 
neuropeptide n'exclut pas la possibilité qu'ils soient exprimés par les mêmes neurones. Il 
se pourrait aussi que la substance P ne soit pas retrouvée sur les neurones exprimant 
DOPR comme préalablement proposé (Scherrer et al., 2009). Nos résultats ne peuvent 
confirmer ces hypothèses. Cependant, il semble clair que la substance P, si elle participe 
bien à la régulation de DOPR, n'est pas l'unique mécanisme de régulation de DOPR. Il 
existe donc probablement plus d'un mécanisme responsable de la régulation de DOPR 
selon les différentes situations. 
6.6.1 Maturation du récepteur opioïdergique delta 
Parmi les hypothèses de régulation de DOPR, on note que seulement une faible 
quantité de DOPR nouvellement synthétisés semble quitter le réticulum endoplasmique 
(RE) sous une forme complète et stable (Petaja-Repo et al., 2000, 2001). Une cinétique 
de repliement lente pourrait être à l'origine de l'exclusion de DOPR du RE par le contrôle 
de qualité et à sa dégradation par le protéasome (Petaja-Repo et al., 2000, 2001). 
Quelques protéines ayant une interaction avec DOPR dans le RE ont été identifiées, 
comme la calnexine. Cette protéine interagit avec DOPR pour l'aider à atteindre sa 
maturation et un repliement adéquat (Tuusa et al., 2007, 2010). Malheureusement, la 
calnexine semble aussi favoriser la dégradation de DOPR avant qu'il n'ait atteint sa 
conformation désirée (Markkanen et Petaja-Repo, 2008). Pour évaluer le rôle de la 
calnexine dans la régulation de DOPR, les effets analgésiques des agonistes DOPR 
pourraient être évalués chez des souris déficiente en calnexine. De cette façon, le rôle de 
cette protéine dans le repliement et la dégradation de DOPR pourrait être éclairci. 
Cependant, les souris déficiente en calnexine présentent des problèmes moteurs, 
d'équilibres et sont plus petites que les souris sauvages (Denzel et al., 2002, Okiyoneda et 
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al., 2008). De plus, ces souris ont une durée de vie limitée (Denzel et al., 2002). 
L'utilisation de ces souris n'est donc pas envisageable pour tester les effets des agonistes 
DOPR dans un modèle de douleur. 
Des ligands hydrophobiques peuvent favoriser la conformation nécessaire du 
récepteur dans le RE et ainsi permettre à un plus grand nombre de récepteurs d'atteindre 
la membrane plasmique (Petaja-Repo et al., 2002). Un traitement avec le naloxone sur 
des cellules in vitro permet d'augmenter le nombre de DOPR (Petaja-Repo et al., 2002) et 
de MOPR (Chaipatikul et al., 2003) sortant du RE correctement replié. Un traitement 
chronique au naloxone in vivo a aussi été étudié et une augmentation des sites de liaison 
de DOPR, MOPR et KOPR dans plusieurs régions du cerveau est observée (Morris et al., 
1988). Cette augmentation des sites de liaisons opioïdergiques est possiblement due à une 
action de type chaperonne pharmacologique du ligand soluble avec le récepteur dans le 
RE, stabilisant les récepteurs nouvellement formés (Chen et Liu-Chen, 2009). 
6.6.2 Hétérodimères MOPR-DOPR 
Un des mécanismes proposés pour la régulation de DOPR est la formation 
d'hétérodimères entre MOPR et DOPR (MOPR-DOPR) (Cahill et al., 2007). 
Évidemment, pour qu'une telle interaction soit possible, les récepteurs doivent être 
exprimés par les mêmes cellules. La co-localisation possible de DOPR et MOPR est aussi 
un sujet controversé dans la littérature. La co-expression de ces récepteurs a été observée 
dans les neurones de DRG et de la moelle épinière avec des techniques d'hybridation in 
situ (Wang et Wessendorf, 2001) et d'immunohistochimie (Ji et al., 1995). Des 
enregistrements électrophysiologiques ont aussi montrés une inhibition de courants 
calciques par des agonistes DOPR et MOPR sur les mêmes neurones de DRG 
peptidergiques (Wang et al., 2010a). Les récepteurs mu et delta semblent aussi présents 
dans une population de neurones exprimant le récepteur TrkA et jouant un rôle dans 
l'hyperalgésie mécanique (Joseph et Levine, 2010). La co-localisation de DOPR et 
MOPR a cependant été remise en doute avec l'utilisation de souris DOReGFP (Scherrer 
et al., 2009). En effet, dans ce modèle DOPR et MOPR sont localisés sur différents 
neurones de DRG et régissent différents types de douleur (thermique pour MOPR et 
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mécanique pour DOPR). Malgré les divergences d'opinion quant à la co-expression de 
MOPR et DOPR dans les mêmes cellules, une interaction dans les effets induits par ces 
récepteurs est observée. En effet, des études in vitro ont montrées une modification des 
effets des agonistes MOPR ou DOPR dans des cellules exprimant les deux récepteurs 
(George et al., 2000, Gomes et al., 2000, 2004, Martin et Prather, 2001, Charles et al., 
2003, Fan et al., 2005, Hasbi et al., 2007, Rozenfeld et Devi, 2007, Kabli et al., 2010). 
Chez les animaux, des effets synergiques ont aussi été observés suite à la co-
administration d'agonistes MOPR et DOPR tant au niveau central (Jiang et al., 1990, 
Malmberg et Yaksh, 1992, Adams et al., 1993, Zhang et Pan, 2010) que périphérique 
(Schramm et Honda, 2010). Un lien proposé entre MOPR et DOPR est la formation 
d'hétérodimères entre ceux-ci (Gomes et al., 2000, 2004, McVey et al., 2001, Fan et al., 
2005, Law et al., 2005, Wang et al., 2005, Hasbi et al., 2007). L'étude des hétérodimères 
in vivo est peu relatée dans la littérature. En fait, une seule étude a pu étudier la formation 
d'hétérodimères dans les tissus animaux à l'aide d'anticorps sélectifs développés contre 
les hétérodimères MOPR-DOPR (Gupta et al., 2010). En plus de démontrer la présence 
d'hétérodimères MOPR-DOPR dans les neurones de DRG et dans certaines zones du 
cerveau, cette étude a aussi étudiée la formation d'hétérodimères suite à un traitement 
chronique avec la morphine. Un traitement de 48 heures avec la morphine permet une 
augmentation des effets analgésiques des agonistes DOPR chez les animaux, via une 
augmentation des niveaux membranaires de DOPR (Cahill et al., 2001b, Morinville et al., 
2003). Suite à un traitement de 48 heures avec la morphine, des anticorps dirigés contre 
les hétérodimères MOPR-DOPR ont montrés une augmentation de l'immunoréactivité de 
MOPR-DOPR dans les neurones de la médulla rostro-ventrale (RVM). Chez des 
neurones de DRG mis en culture, on observe aussi une augmentation de la réactivité des 
anticorps MOPR-DOPR suite à un traitement de 48 heures avec la morphine. Il semble 
donc que l'augmentation de la densité membranaire de DOPR et des propriétés 
analgésiques des agonistes DOPR observée suite à un traitement à la morphine pourrait 
être dues à une augmentation d'hétérodimères MOPR-DOPR. Il serait intéressant 
d'évaluer le rôle joué par les hétérodimères MOPR-DOPR dans un modèle de douleur 
inflammatoire induit par le CFA. Étant donné le rôle important de MOPR dans 
l'analgésie et la localisation de DOPR observées dans un modèle de douleur 
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inflammatoire induite par le CFA (Morinville et al., 2004b, Gendron et al., 2007b), la 
formation d'hétérodimères dans ce modèle serait une hypothèse plausible pour expliquer 
les effets accrus des agonistes DOPR. 
6.6.3 Protéines chaperonnes 
Diverses protéines chaperonnes semblent jouer un rôle important dans la 
régulation du récepteur DOPR. En effet, des rôles pour les protéines RTP-4, SERCA2b, 
GASP (protéine de triage associée aux récepteurs couplés aux protéines G) et NHERF-1 
ont été proposés (Whistler et al., 2002, Decaillot et al., 2008, Bie et al., 2010, Tuusa et 
al., 2010). Les protéines GASP et NHERF-1 jouent des rôles dans l'avenir de DOPR suite 
à son internalisation. Le récepteur delta est majoritairement dirigé vers la voie de 
dégradation par les lysosomes suite à son internalisation (Tsao et von Zastrow, 2000, 
Chaturvedi et al., 2001, Tanowitz et Von Zastrow, 2002, Whistler et al., 2002). La 
protéine GASP se lie au récepteur nouvellement internalisé et favorise sa dégradation par 
les lysosomes (Whistler et al., 2002). Il existe des souris déficientes en GASP. Celles-ci 
se comportent de façon semblable aux souris sauvages (Boeuf et al., 2009). L'efficacité 
analgésique des agonistes DOPR, tout comme les niveaux de DOPR pourraient être 
évalués chez ces souris pour étudier l'impact de la protéine GASP sur la dégradation de 
DOPR. 
D'un autre côté, la protéine NHERF-1 (facteurs de régulation de l'échangeur 
Na+/H+) se lie au récepteur DOPR et favorise son recyclage suite à un traitement à la 
morphine ou au NGF (Bie et al., 2010). Un traitement à la morphine ou au NGF permet 
une augmentation de la compétence fonctionnelle de DOPR et du nombre de récepteurs 
présents à la membrane (Cahill et al., 2001b, Morinville et al., 2003, 2004a, Hack et al., 
2005, Gendron et al., 2006, Ma et al., 2006, Bie et al., 2010). Des souris déficientes pour 
la protéine NHERF-1 ont déjà été utilisées dans la littérature (Shenolikar et al., 2002). 
Celles-ci sont majoritairement normales au niveau du poids et des comportements, 
excepté certaines femelles déficientes qui sont plus petites et ont une durée de vie réduite. 
Ces souris pourraient être utilisées dans des modèles de douleur inflammatoire ou traitées 
de façon chronique avec la morphine. L'impact de là protéine NHERF-1 sur les effets 
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analgésiques des agonistes DOPR, ainsi que la densité membranaire de DOPR pourraient 
alors être évalués. Pour l'instant, il n'existe toujours aucune souris invalidée pour le gène 
RTP-4. La création de souris semblables pourrait permettre d'étudier en profondeur le 
rôle de cette protéine dans la régulation des hétérodimères MOPR-DOPR vers la 
membrane plasmique (Decaillot et al., 2008). 
6.7 Dichotomie des effets antinociceptifs et antihyperalgésiques 
Les effets antinociceptifs et antihyperalgésiques des agonistes DOPR peuvent 
varier. En effet, les effets antinociceptifs de la deltorphine II intrathécale obtenus à l'aide 
du test d'immersion de la queue dans l'eau chaude, diminuent grandement suite à des 
injections répétées d'agonistes (Beaudry et al., 2009). D'un autre côté, les effets 
antihyperalgésiques de la deltorphine II intrathécale obtenus à l'aide du test plantaire, 
demeurent constants suite à l'injection répétée d'agoniste, montrant ainsi une différence 
dans le développement de la tolérance face aux effets antinociceptifs et 
antihyperalgésiques de la deltorphine II (Beaudry et al., 2009). Les effets antinociceptifs 
et antihyperalgésiques de la deltorphine II intrathécale varient aussi suite à un traitement 
à la morphine chez les souris dans un modèle de douleur inflammatoire induite par le 
CFA (Gendron et al., 2007a). En effet, dans ce modèle les effets antihyperalgésiques (test 
plantaire) de la deltorphine II sont augmentés, tandis que les effets antinociceptifs (test 
d'immersion de la queue dans l'eau chaude) sont diminués. Il semble donc y avoir une 
dichotomie entre les effets antinociceptifs et antihyperalgésiques des agonistes DOPR. 
Pour caractériser ces différences, nous avons évalué les effets antinociceptifs de la 
deltorphine II intrathécale chez les souris PPTAV" et sauvages dans le test d'immersion de 
la queue dans l'eau chaude, à 52°C. 
Suite à l'injection intrathécale de deltorphine II, les effets antinociceptifs observés 
chez les souris PPTA";" et sauvages ne varient pas. En effet, aux différentes doses testées, 
l'analgésie induite par la deltorphine II est semblable entre les génotypes. Nos résultats 
vont à l'encontre de ceux obtenus par Guan et ses collaborateurs (Guan et al., 2005). La 
différence au niveau des résultats peut être expliquée par des différences dans les lignées 
de souris utilisées. Nous avons utilisé des souris PPT A7" générées par Cao et ses 
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collaborateurs (Cao et al., 1998) avec l'exception que nos souris ont été croisées au moins 
dix fois avec des souris C57B1/6. D'un autre côté, Guan et ses collaborateurs ont utilisés 
les souris déficientes en substance P décrites par l'équipe de Zimmer (Zimmer et al., 
1998). Ces deux types de souris n'expriment ni la substance P ni la neurokinine A (une 
autre tachykinine), mais ont été générées à partir de lignées de souris différentes. En effet, 
les souris obtenues par Cao et ses collaborateurs ont été générées à partir de souris CD-1, 
puis reproduites avec des souris C57B1/6, tandis que celles de Zimmer et ses 
collaborateurs ont été obtenues à partir de souris 129SV et par la suite reproduites avec 
des souris C57B1/6. Ces différences dans la descendance génétique des souris pourraient 
possiblement expliquer les différences obtenues dans le test d'immersion de la queue 
dans l'eau chaude. En plus d'être générées à partir de lignées différentes, les deux types 
de souris déficientes en substance P présentent des différences dans leurs comportements 
face à divers stimuli douloureux. En effet, chez les souris de Zimmer et ses collaborateurs 
on note une diminution de la sensibilité à la formaline, mais aucune modification des 
réactions causées par une injection d'acide acétique au niveau abdominal (Zimmer et al., 
1998). Les souris développées par Cao et ses collaborateurs présentent quant à elles une 
diminution de la sensibilité face à une injection d'acide acétique au niveau abdominal, 
mais aucune modification de son comportement en réponse à une injection de formaline 
(Cao et al., 1998). De plus, une étude récente a montrée que le phénotype des souris 
129SV x C57BI/6 (Zimmer et al., 1998) est modifié après plusieurs croisements avec des 
souris C57B1/6 (Bilkei-Gorzo et al., 2010). Plus il y a de croisements, plus le phénotype 
des souris 129SV face à des stimuli nociceptifs semble se perdre. Cette modification de 
phénotype dans la même colonie de souris pourrait expliquer les différences obtenues 
entre notre étude et celle de Guan et ses collaborateurs. De plus, des différences dans les 
comportements face à divers stimuli douloureux ont été observées entre certaines lignées 
de souris, comme les souris C57B1/6 et 129SV (Mogil et al., 1999, Lariviere et al., 2001). 
Malgré les différences de phénotype entre les différentes lignées de souris, l'absence de 
substance P est commune dans toutes ces lignées. Nos observation suggèrent donc que la 
substance P ne serait pas essentielle pour que DOPR soit pleinement fonctionnel et que le 
trafic du récepteur ne serait, lui aussi, pas affecté par une absence de substance P. 
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6.8 Génération de la douleur thermique et mécanique 
6.8.1 Rôle de la substance P 
Dans les deux tests utilisés dans notre étude, les mêmes seuils de douleur face aux 
stimuli thermiques ont été mesurés chez les souris déficientes en substance P et celles de 
types sauvages. Des résultats similaires ont préalablement été observés (Cao et al., 1998, 
Zimmer et al., 1998, Guan et al., 2005). Cependant, étant donné que les neurones 
exprimant la substance P sont activés à 52°C (Abbadie et al., 1997, King et al., 2005), 
une différence dans les seuils de douleur observés entre les souris aurait été attendue. La 
substance P et la neurokinine A semblent aussi contribuer de façon plus importante à la 
transmission d'information nociceptive thermique que mécanique dans les neurones de la 
lamina I (Mazario et Basbaum, 2007). D'un autre côté, des stimuli mécaniques vont 
permettent une relâche de substance P plus importante que des stimuli thermiques 
(Zachariou et Goldstein, 1996, Abbadie et al., 1997). Néanmoins, la douleur mécanique 
n'induit pas de modifications comportementales chez les souris déficientes en substance 
P (Cao et al., 1998) ou déficientes en récepteurs NK1, récepteur de la substance P, (De 
Felipe et al., 1998) en comparaison avec des souris de type sauvages. Étant donné la co-
localisation de la substance P avec d'autres neuropeptides comme le CGRP (Merighi et 
al., 1988, Salio et al., 2007), ceux-ci pourraient compenser pour l'absence de substance P 
dans la transmission nociceptive chez ces souris. 
6.8.2 Rôle du récepteur opioïdergique delta 
Récemment, l'étude de Scherrer et al. a proposée que l'analgésie via DOPR ne 
soit associé qu'à des douleurs mécaniques et qu'il n'y ait aucun impact sur les douleurs 
thermiques (qui seraient plutôt associées à MOPR) (Scherrer et al., 2009). L'analgésie 
avec des agonistes DOPR en réponse à une douleur thermique préalablement observée 
dans la littérature (Cahill et al., 2001b, Cahill et al., 2003, Morinville et al., 2003, 
Gendron et al., 2007b) se ferait via une action des agonistes DOPR sur MOPR (Scherrer 
et al., 2004, Scherrer et al., 2009). Nos résultats démontrent cependant qu'un agoniste 
DOPR peut être efficace pour diminuer la douleur thermique chez les souris. En utilisant 
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de faibles doses de naltrindole (antagoniste sélectif de DOPR) injectées de façon 
intrathécale, nous avons confirmé l'action de la deltorphine II via DOPR, confirmant ce 
qui avait été préalablement démontré (Gendron et al., 2007b). Les agonistes DOPR 
peuvent aussi être efficaces pour réduire la douleur induite par un stimulus mécanique 
(Chen et Pan, 2008, Scherrer et al., 2009, Joseph et Levine, 2010). Il serait donc 
intéressant de vérifier l'efficacité des analgésiques DOPR face à une douleur mécanique 
dans un modèle de douleur inflammatoire induite par le CFA chez nos deux types de 
souris. De cette façon, le rôle de la substance P dans la régulation des effets analgésiques 
DOPR pourrait être étudié en réponse à un stimulus mécanique (proposé comme étant 
contrôlé par DOPR (Scherrer et al., 2009)). 
7 Conclusion 
Malgré la possibilité que DOPR et la substance P soit co-exprimés dans les 
mêmes neurones, les résultats de ce mémoire suggèrent qu'une interaction entre ceux-ci 
ne serait pas responsable de la régulation de DOPR dans un modèle de douleur 
inflammatoire induite par l'adjuvant complet de Freund (CFA). Chez les souris PPTA /_, 
l'absence de substance P n'influence pas l'efficacité antihyperalgésique d'un agoniste 
sélectif DOPR dans le modèle CFA. De plus, les effets antinociceptifs d'un agoniste 
DOPR sont maintenus chez ces souris. Dans l'ensemble, à l'opposé de ce qui avait été 
préalablement proposé (Guan et al., 2005), la régulation de DOPR semble se faire de 
façon indépendante de la substance P. Un rôle pour MOPR a déjà été proposé pour la 
régulation de DOPR et pourrait être une avenue de recherche intéressante dans l'étude de 
la régulation de DOPR. 
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